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In vielen Kulturen und seit Menschengedenken besitzt das Haar eine besondere Bedeutung. 
Haare schützen nicht nur vor Wärmeverlust und Hitzeeinwirkung, sondern stellen ein 
natürliches Schönheitsaccessoire des Menschen dar. Schon im alten Ägypten (1500 v. Chr.) 
war das Haar ein Statussymbol und ein Kennzeichen für die gesellschaftliche und politische 
Position einer Person. Die Haarpflege nahm deshalb einen wichtigen Stellenwert ein und 
aufwändige Frisuren wurden durch komplizierte Flecht- und Verwebtechnicken mit Schmuck, 
Tonperlen und künstlichen Haarteilen kreiert. In den oberen Gesellschaftsschichten wurden 
sorgfältig gepflegte Echthaarperücken getragen, die häufig sogar mit Goldstaub bestreut 
wurden. Die symbolische Bedeutung der Haare kann auch gut anhand der keltischen Kultur 
im 8. Jahrhundert v. Chr. nachvollzogen werden: beim Mann war das lang getragene Haar 
Ausdruck seiner Stärke, bei der Frau ihrer Fruchtbarkeit. Auch hier wurde die Haarpracht 
durch Zierlocken oder eingeflochtenen Schmuck verschönert. 
Bis heute hat das Haar seine Bedeutung als Symbol der Macht und Vitalität beibehalten. In 
vielen Gesellschaften gilt volles Kopfhaar als Zeichen für Gesundheit, Jugend und 
Attraktivität. Darüber hinaus wird ihm eine besondere Bedeutung als physisches Medium zur 
sozialen Kommunikation zugesprochen, da Haarlänge, -farbe und Frisur als Ausdrucksmittel 
der Persönlichkeit genutzt werden. Haarschäden oder Haarausfall sollten deshalb nicht nur 
als kosmetisches Problem betrachtet werden, sondern können auch das seelische 
Gleichgewicht und das allgemeine Wohlbefinden eines Menschen empfindlich stören. 
Haarverlust führt bei vielen der Betroffenen zu erheblichem Leidensdruck, zwischen-
menschlichen Problemen und einer Verringerung des Selbstwertgefühls (Stough et al., 2005; 
Lemieux et al., 2008). Dies hebt die psychosoziale Wichtigkeit der Haar-Pathologie hervor. 
Haarverlust (Alopezie/Hypotrichosis) ist bei Menschen weit verbreitet und hat eine Vielzahl 
von Ursachen. Diese beinhalten (I) ausschließlich genetische Faktoren, wie bei der 
androgenetischen Alopezie, (II) multifaktorielle Faktoren, d. h. genetische als auch externe 
Faktoren, wie bei der Alopecia areata, oder (III) hauptsächlich externe Faktoren, wie bei der 
Medikamenten-vermittelten Alopezie z. B. nach einer Chemotherapie. Die momentan 
verfügbaren Therapien sind unbefriedigend und es besteht eine starke Nachfrage nach 
neuen Behandlungsstrategien (Delamere et al., 2008). Es ist daher erstaunlich, dass über 
die molekularen Zusammenhänge der Haarbiologie bisher nicht allzu viel bekannt ist. Erst in 
der letzten Dekade ist die Haarforschung für eine größere Anzahl von Wissenschaftlern 
interessant geworden, da sich der Haarfollikel als ein einzigartiges Modell zur Untersuchung 
von komplexen entwicklungsbiologischen und regulatorischen Interaktionen zwischen 
epithelialen und mesenchymalen Geweben herausgestellt hat (Botchkarev & Kishimito, 





2003). Darüber hinaus hat die Haarfollikel-Biologie zu entscheidenden Entdeckungen 
geführt, die zum Verständnis der menschlichen Physiologie und Pathophysiologie im 
Allgemeinen beigetragen haben. Dazu zählen sowohl die Identifizierung und Charakteri-
sierung von adulten Stammzellen in Haarfollikeln (Morris et al., 2004; Tumbar et al., 2004) 
als auch Fortschritte auf dem Feld der Gentherapie (Hoffman, 2000) und Organ-
transplantation (Reynolds et al., 1999). Außerdem offenbarten sie die Entdeckung von neuen 
molekularen Regulationsvorgängen, die Einfluss auf das Verständnis und die Behandlungs-
möglichkeiten von verschiedenen Erkrankungen haben könnten. 
Ein wichtiger Ansatz, um Vorgänge des Haarwachstums und der Haarphysiologie besser 
verstehen zu können, ist die Identifizierung von Genen, welche monogenen isolierten 
Alopezien zugrunde liegen. Die Untersuchung dieser Formen von Haarlosigkeit eröffnet die 
einzigartige Möglichkeit, Faktoren zu identifizieren, die nicht nur notwendig, sondern 
spezifisch für das Haarwachstum sind. Das Hauptziel dieser Arbeit besteht daher in der 
Identifizierung und Charakterisierung eines Gens, das ursächlich für eine isolierte, 
monogene Form des Haarausfalls ist, der so genannten Hypotrichosis simplex. Dies soll zum 
besseren Verständnis des Haarwachstums und der Pathophysiologie des Haarverlustes 
führen und zur Aufklärung von Signaltransduktionsprozessen im Haarfollikel beitragen. 
Gene, die bereits im Vorfeld für andere Hypotrichosis simplex-Formen bekannt waren, sind 
das CDSN-Gen, welches für Corneodesmosin kodiert (Betz et al., 2000, Levy-Nissenbaum et 
al., 2003), das DSG4-Gen, welches für Desmoglein 4 kodiert (Kljuic et al., 2003) und das 
LIPH-Gen, welches für Lipase H kodiert (Kazantseva et al., 2006). Trotz des substanziellen 
Fortschritts auf diesem Forschungsgebiet, ist die komplexe Pathophysiologie des 
menschlichen Haarwachstums weit entfernt von ihrer Entschlüsselung. Auch im Hinblick auf 
eine wirkungsvolle Therapie muss ein Durchbruch erst noch erzielt werden. Aus diesem 
Grund wird die Untersuchung von monogenen Haarerkrankungen auch in Zukunft sehr 
hilfreich sein für die weitere Skizzierung von verschiedenen Signaltransduktionswegen, die in 
das Haarwachstum involviert sind. Ferner kann sie zur Identifizierung von neuen 
therapeutischen Wirkstoffen führen, die möglicherweise auch bei den häufiger auftretenden 
Haarerkrankungen, wie der androgenetischen Alopezie oder der Alopecia areata, 
angewendet werden können. 
 





2. Theoretische Grundlagen 
2.1 Funktion und Aufbau der Haut  
 
Die Haut, das größte Organ des Körpers, überzieht den gesamten Organismus und fungiert 
als Grenzfläche zwischen Körper und Umwelt. Sie schützt ihn so vor äußeren Einwirkungen, 
besonders vor Kälte bzw. Wärme, mechanischen Belastungen, UV-Strahlung, Pathogenen 
und Toxinen. Des Weiteren dienen die Wärme-, Schmerz- und Tastreiz-Rezeptoren zur 
Kommunikation mit der Außenwelt. Weitere Aufgaben sind die Regulierung des inneren 
Milieus durch Temperatur-Regulation, die Speicherung von Wasser und verschiedene 
Stoffwechselfunktionen, wie z. B. die Vitamin-D-Synthese. Die Haut hat im Erwachsenenalter 
eine Fläche von 1,6-2 m2 und eine Dicke von 1,5-4 mm (ohne Subkutis). Sie ist in drei 
Hauptschichten unterteilt: Epidermis, Dermis und Subkutis (s. Abb. 2.1). Die Epidermis 
(Oberhaut) ist ein mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel, welches zu ca. 90 % aus 
Keratinozyten besteht. Sie enthält außerdem melaninbildende Zellen des Pigmentsystems, 
die so genannten Melanozyten, dendritische Zellen des Immunsystems (Langerhans-Zellen) 
und Zellen des peripheren Nervensystems (Merkel-Zellen). Freie Nervenendigungen dringen 
bis in die unteren Epidermisschichten ein. Die Dermis, auch Lederhaut genannt, ist ein 
faserreiches, kollagenes und elastisches Bindegewebe, das reich vaskularisiert ist und der 
Haut ihre mechanische Festigkeit verleiht. Sie beherbergt ein reichhaltiges Netzwerk an 
feinen Nervenfasern. Des Weiteren enthält sie spezialisierte Sinnesrezeptoren, wie Meißner-
Tastkörperchen, die Berührungsempfindungen vermitteln, und Vater-Pacini-Körperchen, die 
Vibrationen und Beschleunigungen detektieren. Dermis und Epidermis bilden zusammen die 
Kutis. Unter der Kutis befindet sich die aus Fett- und Bindegewebe bestehende Subkutis. 
Ihre Dicke variiert je nach Körperbereich und -gewicht. Die Subkutis wirkt isolierend und sie 
dient als Energiedepot.  
Die Haut bildet auch die Hautanhangsorgane, wie Haare, Nägel, Talg- und Schweißdrüsen.  
 
 





Abb. 2.1: Schematischer Aufbau der menschlichen Haut. Die Haut ist in drei Hauptschichten unterteilt: die 
Epidermis, die Dermis und die Subkutis. Der Haarfollikel befindet sich in der mit vielen Blutgefäßen und 
Nervenfasern ausgestatteten Dermis. Der Haarschaft wächst durch den Haarkanal nach distal, passiert die 
Epidermis und gelangt so nach außen. Übernommen aus Meves, 2006. 
 
 
2.2 Die Haarentwicklung 
 
Die Haarfollikel-Entwicklung beruht auf neuroektodermalen-mesodermalen Interaktionen und 
kann in folgende morphologisch unterscheidbare Stadien unterteilt werden: (I) Induktion, (II) 
Organogenese und (III) Zelldifferenzierung. Abstände, Polarität und Differenzierungsmuster 
werden durch Gradienten von Inhibitoren und Aktivatoren festgelegt, welche 
gemeinschaftlich von Hautepithel und -mesenchym aufgebaut werden. Mittlerweile ist eine 
Reihe von Substanzen bekannt, die maßgeblich an diesen Prozessen beteiligt sind, darunter 
Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und Zelladhäsionsmoleküle (Schmidt-Ullrich & 
Paus, 2005). 
Auf morphologischer Ebene stellt sich die Haarentwicklung wie folgt dar: der Haarfollikel 
entwickelt sich aus einer Einstülpung der embryonalen Epidermis, welche sich in drei 
ineinander verschachtelte, zylinderartige Strukturen differenziert. Die innere Schicht bildet 
den Haarschaft aus. Die äußere Schicht bildet die äußere Wurzelscheide, die den 
Haarfollikel von der umgebenden Dermis trennt. Die mittlere Schicht wird zur inneren 
Wurzelscheide. Diese umschließt den Haarschaft und weist ihm den Weg nach außen. Der 
Haarschaft und die innere Wurzelscheide wandern beim Haarwachstum gemeinsam in 
Richtung Hautoberfläche (Stenn & Paus, 2001). 





Reife Haarfollikel bestehen aus acht zellulären Schichten (von außen nach innen betrachtet): 
aus der äußeren Haarwurzelscheide, der Glashaut, der Henle’s und Huxley’s Schicht (diese 
beiden Schichten bilden die innere Haarwurzelscheide), der Kutikula der inneren 
Wurzelscheide, der Kutikula des Haarschafts, dem Cortex und der Medulla des Haarschafts 
(s. Abb. 2.2; Stenn & Paus, 2001). 
Alle reifen Haarfollikel folgen einem Wachstumszyklus, der sich aus einer Wachstumsphase 
(Anagen), einer Umstrukturierungsphase (Katagen), einer Ruhephase (Telogen) und dem 
Abwurf des Haarschaftes (Exogen) zusammensetzt (s. Abb. 2.3). Dieser Zyklus wiederholt 
sich vielfach im Laufe des Lebens jedes Individuums. 
 
          
Abb. 2.2: Histomorphologie des menschlichen Haarfollikels. In den vier Abbildungen sind alle acht Zellarten 
des reifen Haarfollikels dargestellt: die äußere Wurzelscheide (ORS, outer root sheath), die Glashaut (CL, 
companion layer), die innere Wurzelscheide, welche sich in Henle’s Schicht (He) und Huxley’s Schicht (Hu) 
unterteilt, die Kutikula der inneren Wurzelscheide (Csth, cuticle of the internal root sheath), die Kutikula des 
Haarschafts (Csft, cuticle of the hair shaft), der Schaftkortex (CTX) und die Schaftmedulla (Med). (A) 
Vertikaler Schnitt durch proximalen Anagen-Haarfollikel bei niedriger Vergrößerung. (B) Vertikaler Schnitt 
durch proximalen Anagen-Haarfollikel bei höherer Vergrößerung. (C) Querschnitt durch proximalen Anagen-
Haarfollikel. (D) Telogen Haarschaft mit neuem Anagen-Haarfollikel (unten). Das sekundäre Keimepithel an 
der Basis des Telogen-Haarfollikels ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. CTS: Bindegewebe (connective 
tissue sheath); SG: Talgdrüse (sebaceous gland); Club: Telogen Haarschaft; Anag: proximaler Anagen 










Abb. 2.3: Haarfollikel-Morphogenese und Haarzyklus. Dargestellt ist die initiale, nur einmal im Leben 
stattfindende Morphogenese des Haarfollikels (oben), welche dann in die sich wiederholenden Haarzyklen 
übergeht (Kreis). Jeder Zyklus ist unterteilt in Anagen, Katagen und Telogen. Als Exogen wird der Abwurf des 
Haarschaftes bezeichnet. Das Exogen ist nicht an eine bestimmte Phase des Haarzyklus gekoppelt. DP: 
Dermalpapille; SG: Talgdrüse (sebaceous gland); APM: Haarbalgmuskel (arrector pili muscle); HS: 
Haarschaft; mel: Melanin; BM: Basalmembran; POD: programmierte Organ-Deletion; HF: Haarfollikel; ORS: 
äußere Wurzelscheide (outer root sheath); IRS: innere Wurzelscheide (internal root sheath). Übernommen 









2.3 Der Haarzyklus 
 
Die Hauterneuerung, inklusive der Hautanhangsorgane, ist dem Integument aller 
Organismen gemeinsam. Ebenso ist der Haarzyklus ein Charakteristikum jeglicher 
Behaarung. Er könnte aufgrund verschiedener Anforderungen an den Organismus 
entstanden sein, darunter (I) das Wachstum, (II) die periodische Erneuerung des 
Haarkleides, um die Körperoberfläche zu reinigen, (III) die Anpassungsmöglichkeit an 
unterschiedliche Umweltbedingungen, wie die Jahreszeiten, (IV) die Möglichkeit die 
Haarlänge an unterschiedlichen Körperstellen zu kontrollieren, (V) die Darstellung sozialer 
Merkmale und (VII) der Schutz vor maligner Entartung in diesen sich schnell teilenden Zellen 
(Stenn & Paus, 2001). 
Die Länge des gesamten Zyklus, der einzelnen Phasen des Zyklus und die Länge des 
gebildeten Haarschafts können sich stark unterscheiden (Saitoh et al., 1970; Trotter, 1924). 
Hier spielen neben genetischen Komponenten auch äußere Faktoren wie Essgewohnheiten, 
z. B. Diäten, Schwangerschaft oder Medikamenteneinnahme und Krankheiten, wie Schild-
drüsenstörungen, eine Rolle (Meves, 2006). Das Wachstum des menschlichen Kopfhaares 
stellt eine Besonderheit aufgrund der Unabhängigkeit von äußeren Einflüssen und der 
extrem langen Zyklusdauer von zwei bis sechs Jahren dar. Die Art und der Sitz vom 
chronobiologischen Taktgeber des Haarzyklus sind bislang unbekannt. 
Die Zyklen sind beim Menschen – mit Ausnahme der Zeit vor und um die Geburt (Pecoraro 
et al., 1964; Sinclair, 1999) – und beim Meerschweinchen asynchron (Chase, 1954), d. h. 
jeder Haarfollikel hat seinen eigenen Rhythmus. Bei den meisten Säugetieren liegen jedoch 
größere Einheiten synchronisierter Haarfollikel vor. Doch wie kommt diese Synchronisierung 
zustande? Es wurde schon zu Beginn der Haarforschung spekuliert, dass der intrinsische 
und autonome Zyklus mittels eines diffundierenden Faktors durch benachbarte Follikel 
und/oder endokrine Reize moduliert werden könnte (Ebling & Hervey, 1964; Johnson 1965). 
Bis zum heutigen Zeitpunkt sind die zugrunde liegenden Mechanismen noch nicht aufgeklärt 
und es bestehen eine Reihe von Erklärungsansätzen und Theorien, darunter z. B. 
oszillierende Signale, Inhibition-Disinhibition, inhärente Taktgeber, Bulge-Zellen-Aktivierung 
oder Papilla-Zellen Morphogene (Stenn & Paus, 1999). 
Der Haarzyklus zeichnet sich durch seine Autonomie, Beständigkeit und Periodizität aus. 
Jedes Gewebe, welches sich periodisch erneuern muss, ist abhängig von Stammzellen. 
Diese sind im Falle des Haarfollikels in einer Verdickung der Wurzelscheide lokalisiert, der 
so genannten bulge-Region, die sich auf Höhe des Musculus arrector pili-Ansatzes beim 
Menschen befindet (Cotsarelis et al., 1990; Morris & Potten, 1999). Die Stammzellen bleiben 
während des gesamten Haarzyklus erhalten, da sie sich in der „permanenten“ Region des 
Haarfollikels befinden. Sie zeichnen sich durch Multipotenz und proliferative Kapazität aus 





(Morris et al., 2004; Blanpain et al., 2004; Taylor et al., 2000; Kobayashi et al., 1993). 
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Haarfollikel nach Verwundung auch de 
novo entstehen können. Sie entstehen aus angrenzenden epithelialen Zellen und bauen eine 
neue Haarfollikel-Stammzellpopulation auf. Wnt-Proteine (wingless-type MMTV integration 
site family) spielen eine essentielle Rolle bei diesem Umprogrammierungs-Prozess. Bei 
Inhibierung des Wnt-Signalweges durch Dkk1 (Dickkopf1) wurden keine neuen Haarfollikel 




Das Anagen stellt die längste Phase des Haarzyklus dar und ist in sechs einzelne Phasen 
unterteilt (Anagen I-VI; Chase, 1965; Müller-Röver et al., 2001). Normalerweise geht das 
Anagen spontan aus dem Telogen (s. Kap. 2.3.3) hervor, es kann aber auch durch 
Verwundung oder Verletzung hervorgerufen werden, z. B. durch Auszupfen der Haare, 
intensives Rasieren oder durch Chemikalien (Argyris, 1956; Li et al., 1999). Mittlerweile sind 
einige Substanzen bekannt, die das Anagen induzieren können, darunter die Medikamente 
Minoxidil (Buhl et al., 1990) und Cyclosporin A (Takahashi & Kamimura, 2001), 
Keratinozyten- und Hepatozyten-Wachstumsfaktoren (Danilenko et al., 1996; Jindo et al., 
1998), der Neurotransmitter Substanz P (Paus et al., 1994) und das Morphogen Sonic 
hedgehog (Sato et al., 1999). Die genaue Wirkungsweise oder der Stoffwechselweg, in den 
die Substanzen eingreifen, sind jedoch meist unbekannt. 
Als eines der ersten Ereignisse im Anagen (Anagen I) tritt mitotische Aktivität der Zellen in 
der äußeren Haarwurzelscheide ein. Diese Zellen des sekundären Keimgewebes wandern in 
die Epidermis ein, wobei das Wachstum entlang eines dermalen Pfades stattfindet, der durch 
den ersten reifen Haarfollikel in der Dermis markiert wird (Kligman, 1959). Auf diese Weise 
wird der neue Haarbulbus gebildet (Anagen II). Haben die Zellen eine bestimmte Tiefe 
erreicht, so ändern sie im zentralen Zylinder ihre Wachstumsrichtung und wachsen nach 
außen, wodurch sie die innere Wurzelscheide und den Haarschaft formen (Anagen III). Die 
stattfindenden Zellteilungen sind hierbei auf die tieferen Regionen des Haarfollikels 
beschränkt (Auber’s kritische Ebene). Danach formen sich die unterschiedlichen Schichten 
des Haarfollikels (s. Kap. 2.2 und Abb. 2.2; Anagen IV). Ist die innere Haarwurzelscheide 
vollständig ausgebildet, so gleitet sie distal in Richtung Hautoberfläche, bis das neue Haar 
die Epidermis erreicht (Anagen V). Auf Höhe des Talgdrüsenganges lösen sich Haarschaft 
und -scheide voneinander. Die Zellen der inneren Wurzelscheide gehen zugrunde und die 
Zellen der äußeren Wurzelscheide rutschen in den Haarkanal. Im Anagen VI treten keine 
morphologischen Veränderungen des Haarbulbus auf. Es stellt aber eine Besonderheit dar, 





da sich diese Phase in Haarfollikeln aus verschiedenen Körperregionen stark in ihrer Dauer 
unterscheidet und somit die Haarschaftlänge bestimmt (Trotter, 1924; Saitoh et al., 1970). 
Welche Faktoren das Anagen steuern, ist noch nicht komplett erforscht. Die Wechsel-
wirkungen zwischen epithelialen und mesenchymalen Zellen scheinen aber nicht nur für die 
Morphogenese, sondern auch für das zyklische Haarwachstum von großer Bedeutung zu 
sein. Wie bei vielen epidermalen-mesenchymalen Interaktionen, ist auch im Haarfollikel die 
Expression von morphogenetischen Muster-Genen vorzufinden, darunter fibroblast growth 
factor (FGF; Hébert et al., 1994), transforming growth factor (TGF)-beta (Heine et al., 1987; 
Philpott et al., 1990), sonic hedgehog (shh; Bitgood & McMahon, 1995; Iseki et al., 1996), 
Wingless (wnt-Stoffwechselweg; Millar et al., 1999), Neurotrophine (Botchkarev et al., 1998a 
und 1998b) und Homeobox-Genfamilien (hox; Bieberich et al., 1991; Awgulewitsch, 2003; 
Übersicht in Oro & Scott, 1998). Welchen Anteil die einzelnen Signalmoleküle haben, ist 
weitgehend unklar. Es ist aber wahrscheinlich, dass das komplexe Zusammenspiel von 





Das Katagen stellt einen Prozess der koordinierten Zelldifferenzierung und Apoptose dar. 
Hierbei kommt es zur Einstellung des Zellwachstums und der Pigmentierung, zur Lösung der 
Papille vom Bulbus, zur Auflösung der Schichtung und zur Schrumpfung des tieferen 
Haarfollikels durch Apoptose. Der Haarfollikel wandert distal Richtung Hautoberfläche, der 
Haarschaft kapselt sich von der Dermalpapille ab und bildet das Kolbenhaar. All dies dient 
dem Zweck, die alte „Haarschaft-Fabrik“ zu beseitigen und die induktive Maschinerie der 
Zelle dazu zu bringen, einen neuen Haarfollikel zu generieren (Stenn & Paus, 2001). Das 
Katagen ist in acht Subphasen unterteilt, welche im späten Anagen beginnen und im frühen 
Telogen enden (Müller-Röver et al., 2001).  
Zunächst werden Zellausläufer der Papille zurückgebildet, so dass sie den Kontakt mit der 
umgebenden Basallamina verlieren (De Weert et al., 1982). Die Papille schrumpft, 
wahrscheinlich durch Verlust von Extrazellulärmatrix, und die Basallamina verdickt sich im 
Gegenzug. Es kommt zu einer Umstrukturierung des Zytoskeletts des Haarfollikels, wobei 
die Expression von Trichohyalin, Transglutaminase I und Desmoglein abnimmt (Commo & 
Bernard, 1997). Während auf der einen Seite die Bulbus-Zellen ihre Zellteilungen einstellen, 
kommt es auf der anderen Seite zu einer vermehrten Apoptose in bestimmten Teilen des 
Haarfollikels (Lindner et al., 1997; Botchkareva et al., 2006). Erste Anzeichen von Autolysis 
sind im Zentrum der epithelialen Säule zu sehen. Am Ende des Katagens treten vermehrt 





Makrophagen und Mastzellen auf, die alle tieferliegenden Zellfragmente des Haarfollikels 
abbauen, so dass sich der Follikel nur noch in der oberen Dermis befindet (Maurer et al., 
1995; De Weert et al., 1982). 
Welche Faktoren oder Signalstoffe für das Beenden des Anagen und den Beginn des 
Katagen verantwortlich sind, ist nicht geklärt. Es könnte zu einer Akkumulation von 
Wachstumsinhibitoren oder pro-apoptotischen Substanzen kommen, zu einer Aktivitäts-
änderung von Makrophagen und Mastzellen, zu einem Erreichen der Anzahl von möglichen 
Mitosen in dieser vorübergehenden Zellpopulation oder zu einer Kombination von all diesen 
Faktoren (Stenn & Paus, 1999). Eine wichtige Rolle scheint ein Fibroblasten-Wachstums-
faktor (FGF5) zu spielen: seine Expression nimmt im späten Anagen zu (Pethö-Schramm et 
al., 1996), bei seiner Abwesenheit ist die Einleitung des Katagen jedoch verzögert. Dies führt 
zum angora-Phänotyp bei Mäusen, der durch ungewöhnlich lange Haare gekennzeichnet ist 
(Hébert et al., 1994). Des Weiteren spielen einige Neurotrophine, wie z. B. neurotrophin 3 
(NT3), nerve growth factor (NGF) und brain-derived neurotrophic factor (BDNF), eine 
wichtige Rolle als Signalmoleküle bei der Kontrolle des Katagen (Botchkarev et al., 1998a 




Der Telogen-Haarfollikel sitzt als kleine epitheliale Einstülpung in der Dermis. Er besteht aus 
ruhenden epithelialen Zellen oberhalb einer dichten Ansammlung von Papillen-Fibroblasten. 
Die Zellen des tieferen Follikels zeigen so gut wie keine DNA- und RNA-Synthese (Silver & 
Chase, 1970) und ein großer Anteil der DNA des Telogen-Haarfollikels ist degradiert (Opel et 
al., 2008). Die Produktion der für das Anagen charakteristischen Proteine, z. B. Trichohyalin 
und Haarkeratine, wird eingestellt, wobei die Synthese von Keratin 14 im epithelialen Sack 
fortbesteht (Bowden et al., 1998), in dem der bürstenähnliche Telogen-Haarschaft (club hair 
shaft) verankert ist (Pinkus et al., 1981). Die Expression des p75 Neurotrophin-Rezeptors 
(p75NTR), eines Apoptose fördernden Proteins, nimmt in allen Schichten der äußeren 
Haarwurzelscheide stark zu (Adly et al., 2009). Bestimmte Adhäsionsmoleküle, wie das 
Desmoglein 3, und Proteasen, wie das Cathepsin L, scheinen ebenfalls eine entscheidende 
Rolle bei der Entstehung des Telogen-Haarschaftes und dessen Verankerung zu spielen 
(Koch et al., 1998; Roth et al., 2000). Spezifische Marker konnten aber bislang nicht für das 
Telogen identifiziert werden. Obwohl dieses Stadium im Allgemeinen als Ruheperiode 
bezeichnet wird, müssen doch entscheidende Vorgänge stattfinden, die die Überleitung zum 
folgenden Anagen herbeiführen. Es ist noch unklar, ob es sich hierbei um stimulierende oder 
inhibitorische Signale handelt. 







Im Exogen findet der Abwurf des Haarschafts statt (Stenn & Paus, 2001). Diese Phase ist 
unabhängig von Anagen, Katagen und Telogen und unterliegt eigenen Kontrollmechanismen 
(Paus et al., 1999; Stenn & Paus, 1999). Hierbei ist es im Tierreich und auch bei Menschen 
weit verbreitet, dass neue Haare wachsen, bevor die alten Haare ausgefallen sind. Es 
können sich somit mehrere Haarschäfte in einem Follikel befinden, aber jeweils nur ein aktiv 
wachsendes Haar, welches sich im Anagen befindet (Messenger & Dawber, 1997). Während 
des Exogens ist der Haarschaft in eine keratinisierte Zellmasse eingebettet, die diesen auch 
verankert (Pinkus et al., 1981). Auch wenn die genauen Regulationsvorgänge noch nicht 
ermittelt sind, so kommt das Abwerfen des Haarschafts wahrscheinlich durch eine 
proteolytische Reaktion zustande, da von Talgdrüse und Haarkanal ein Chymotrypsin 




Wie schon in den vorherigen Kapiteln erläutert, handelt es sich beim Haarfollikel um ein 
komplexes Miniorgan, dessen Funktionalität von vielen internen und externen Faktoren 
abhängt (Übersicht in Paus & Cotsarelis, 1999). Störungen des sensiblen Gleichgewichts der 
unterschiedlichen Faktoren können zu Beeinträchtigungen der Haarfollikel-Morphogenese, 
des Stoffwechsels von Haarfollikelzellen oder des Haarzyklus führen und somit Haarausfall 
verursachen. Im Allgemeinen spricht man von Haarausfall, wenn mehr als 100 Haare pro 
Tag ausfallen und wenn es einen deutlichen Unterschied zwischen der Zahl der 
abgestoßenen und nachgewachsenen Haare gibt. 
Generell kann zwischen Hypotrichosen, d. h. einer Verminderung der Haardichte infolge 
eines diffusen Haarausfalls, und Alopezien, d. h. einem vollständigen Fehlen von Haaren in 
einem definierten Körperbereich, unterschieden werden. Alopezien/Hypotrichosen können im 
Rahmen eines Syndroms als ein Merkmal unter vielen vorliegen oder aber isoliert auftreten. 
Zu den isolierten Formen gehören einerseits die genetisch komplexen Alopezien (z. B. 
Alopecia areata) und andereseits die monogenen Alopezien (z. B. Atrichia congenita und 
Hypotrichosis simplex). Bei der polygenen androgenetischen Alopezie, die die häufigste 
Form der Alopezie darstellt (Rexbye et al., 2005), kommt es durch genetische Prädisposition 
von mehreren Genen zur progressiven Miniaturisierung der Haarfollikel. Für die andro-
genetische Alopezie konnte das Androgenrezeptor-Gen (Hillmer et al., 2005), sowie ein 
Genort auf Chromosom 20p11 [Hillmer et al., 2008a] und auf Chromosom 3q26 [Hillmer et 
al., 2008b] identifiziert werden. Der Haarverlust beginnt bei Männern an der frontalen 
Haargrenze und setzt sich über den zentralen Vertex-Bereich des Kapillitiums fort. Im 





fortgeschrittenen Stadium bleibt nur ein schmaler okzipitaler Haarkranz zurück. Die andro-
genetische Alopezie tritt auch bei Frauen auf, wobei neben dem frontalen Haaransatz 
hauptsächlich der Mittelscheitel-Bereich betroffen ist (Übericht in Olsen et al., 2005). Bei der 
Alopecia areata handelt es sich um eine gewebespezifische Autoimmun-Erkrankung, die 
gegen den Haarfollikel gerichtet ist und durch aktivierte T-Zellen vermittelt wird (Übersicht in 
Alexis et al., 2004). Sie kann als fleckförmiger Haarausfall die Kopf- und Körperbehaarung 
involvieren (Alopecia circumscripta/reticularis), die gesamte Kopfbehaarung betreffen 
(Alopecia totalis) oder zum vollständigen Verlust der Kopf- und Körperbehaarung führen 
(Alopecia universalis; Übersicht in Wasserman et al., 2007). Es konnten Assoziationen mit 
den Genen PTPN22 (Kemp et al., 2006; Betz et al., 2008), Filaggrin (Betz et al., 2007), 
CTLA4 (unveröffentlichte Daten der eigenen Arbeitsgruppe), TRAF1 (Redler et al., 2010) und 
der HLA-Region (Entz et al., 2006) nachgewiesen werden. Auf die monogenen Alopezien 
wird im folgenden Kapitel näher eingegangen. 
 
2.5 Monogene Alopezien 
 
Unter monogenen Alopezien versteht man eine Gruppe genetisch und klinisch heterogener 
Formen von Haarlosigkeit oder Haarverlust. Diese umfasst sowohl kongenitale Alopezien 
(Atrichien), wie z. B. die Atrichia congenita, als auch Alopezien, die in der Kindheit oder erst 
im Erwachsenenalter auftreten, wie z. B. die Hypotrichosis simplex (HS). Die HS wird im 
folgenden Kapitel ausführlich beschrieben, da ihre Untersuchung Gegenstand der vorliegen-
den Arbeit ist. Darüber hinaus werden Alopezien mit unauffälligem Haarschaft, hierzu zählen 
die kongenitalen Atrichien und einige HS-Formen, von solchen mit veränderter Struktur des 
Haarschaftes unterschieden. Zu letzteren werden auch Erkrankungen wie Monilethrix oder 
Hypotrichosis Typ Marie Unna gezählt, die im Folgenden kurz erläutert werden. 
Das erste Gen, welches als Ursache für eine isolierte Alopezie-Form beschrieben wurde, 
befindet sich in einem Keratingen-Cluster: Mutationen im KRT86-Gen (Hb6 nach der alten 
Nomenklatur) führen zur so genannten Monilethrix (Winter et al., 1997), die autosomal-
dominant vererbt wird. Hierbei weisen die Haarschäfte ellipsenförmige Nodi normaler Dicke 
auf, auf die schmalere, dystrophische Einschnürungen folgen, welche durch periodische Ver-
kleinerung des Haarschaft-Durchmessers zustande kommen (s. Abb. 2.4). Diese Ein-
schnürungen stellen Sollbruchstellen dar, an denen es häufig zu Haarbrüchen kommt. Der 
Name Monilethrix wird von den auffälligen Haarschaft-Veränderungen abgeleitet, die einer 
Perlenschnur ähneln, und setzt sich aus monile (lat.) = Halskette und trichos (gr.) = Haar 
zusammen. Mittlerweile sind Mutationen in weiteren Keratin-Genen, wie KRT81 (Hb1 [Winter 
et al., 1997]) und KRT83 (Hb3 [van Steensel et al., 2005]) beschrieben worden, die ebenfalls 





Monilethrix verursachen. Für eine autosomal-rezessive monilethrix-like kongenitale 
Hypotrichosis wurden Mutationen im DSG4-Gen identifiziert (Schaffer et al., 2006; 
Shimomura et al., 2006; Zlotogorski et al., 2006). Diese Form wird durch Haarschaft-
Veränderungen charakterisiert, welche moniliformen Haaren ähneln. 
 
   A                                             B                                              C                                               
a    
Abb. 2.4: Klinische Manifestation und lichtmikroskopische Untersuchungen bei Monilethrix. (A) Alopezie im 
okzipitalen und temporalen Kopfbereich eines zehn Jahre alten Monilethrix-Patienten. Entnommen aus Winter 
et al., 1997. (B) Lichtmikroskopische Untersuchung (10-fache Vergrößerung) von Haarschäften des in Abb. 
2.4 A gezeigten Patienten in einem Alter von sechs Jahren. Die Pfeilspitzen zeigen die periodische 
Verkleinerung des Haarschaft-Durchmessers an. Entnommen aus Winter et al., 1997. (C) Stark dystrophische 
und abgebrochene Kopfhaare bei einem Monilethrix-Patienten. Entnommen aus Korge et al., 1998. 
 
 
Die Hypotrichosis Typ Marie Unna wurde initial von der deutschen Dermatologin Marie Unna 
beschrieben (Unna, 1925) und ist charakterisiert durch fehlende oder spärliche Behaarung 
bei Geburt und dem Wachstum von dicken, rauen und drahtigen Haaren während der 
Kindheit. In der Pubertät kommt es zu einem progredienten Haarverlust, der dem einer 
androgenetischen Alopezie ähnlich ist (s. Abb. 2.5). In licht- und elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen konnte eine abnorme Haarstruktur mit unregelmäßigen Drehungen und 
Abflachungen nachgewiesen werden. Die Haare sind stark pigmentiert und haben – im 
Vergleich zu nicht Betroffenen – einen vergrößerten Durchmesser (Roberts et al., 1999). Die 
Erkrankung wird autosomal-dominant vererbt. Schon 1999 konnte Kopplung zu einem 
Genort auf Chromosom 8 nachgewiesen werden (van Steensel et al., 1999), doch erst knapp 
zehn Jahre später wurde die molekulare Ursache identifiziert: die Hypotrichosis Typ Marie 
Unna wird durch loss-of-function Mutationen im U2HR hervorgerufen, einem inhibitorischen 
ORF, welcher sich in der 5’-UTR Region des hairless-Gens (HR) befindet (Wen et al., 2009). 
Es wurde gezeigt, dass U2HR als Transkriptionsrepressor von HR fungiert, weshalb die 
beschriebenen Mutationen zu einer gesteigerten Translation – und somit zu einem gain-of-
function – von HR führen. Hieraus lässt sich schlussfolgern, dass U2HR eine wichtige Rolle 
bei der Feineinstellung der HR-Proteinmenge und somit bei der Kontrolle des 
Haarwachstums spielt. 
 






Mutationen im HR-Gen selbst führen sowohl beim Menschen als auch bei der Maus zu 
vollständiger Haarlosigkeit (Atrichia congenita; Ahmad et al., 1998, Cichon et al., 1998; s. 
Abb. 2.6). Diese ist gekennzeichnet durch einen Verlust der Kopf- und Körperbehaarung und 
tritt beim Menschen in den ersten Wochen des Lebens mit Beginn des ersten Haarzyklus 
auf. Die Pathophysiologie der Atrichia congenita ist noch nicht vollständig verstanden, aber 
es existieren verschiedene Erklärungsansätze: (I) Bei der hairless-Maus (hr/hr), die eine 
Mutation im HR-Transkriptionsfaktor trägt, wurde eine niedrige Expression des neural cell 
adhesion molecule (NCAM) nachgewiesen (Panteleyev et al., 1998). Die NCAM-Expression 
ist essentiell für die Aggregationsfähigkeit von Papillen-Zellen, da sie Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Adhäsion vermittelt. Vermutlich kommt es bei Atrichia congenita-Patienten direkt nach 
der Morphogenese zur Disintegration der Papille, da die Zelladhäsion nicht gewährleistet ist 
(Combates et al., 1997). (II) Eine weiterer Erklärungsansatz involviert den Wnt-Signalweg, 
der an der Kontrolle des Haarwachstums und der Haarstruktur beteiligt ist (Millar et al., 
1999). Das HR-Protein fungiert als Transkriptions-Repressor (Potter et al., 2001). Es konnte 
gezeigt werden, dass HR die Expression von Wise (Wnt modulator in surface ectoderm) 
reduziert, welches wiederum als Inhibitor des Wnt-Signalweges agiert. Folglich soll die HR-
Expression, welche zeitlich begrenzt während des Haarzyklus auftritt, zur Stimulation des 
Wnt-Signalweges in Haarfollikel-Zellen führen und somit das Haarwachstum induzieren 
(Beaudoin et al., 2005). Wenn jedoch kein funktionelles HR vorliegt, kommt es zur Erhöhung 
der Wise-Transkription, welche wiederum zur Inhibition des Wnt-Signalweges führt. 
Bei der ebenfalls durch HR-Mutationen ausgelösten papulären Atrichie, einer klinischen 
Variante der Atrichia congenita, treten zusätzlich disseminierte Papeln auf, die vor allem an 
Kopf, Hals und den Gliedmaßen zu finden sind. Auch Mutationen im VDR-Gen, welches für 
   A                                             B                                          C                                           
a    
Abb. 2.5: Klinisches Erscheinungsbild der autosomal-dominant vererbten Hypotrichosis Typ Marie Unna in 
verschiedenen türkischen Familien. Die betroffenen Individuen zeigen den charakteristischen, progredienten 
Haarausfall. (A) Betroffener Mann im Alter von 56 Jahren, der einen vollständigen Verlust der Kopf- und 
Körperbeharrung aufweist. (B) Betroffene Frau im Alter von 38 Jahren. (C) Betroffenes Mädchen im Alter von 
acht Jahren. Entnommen aus Düzenli et al., 2009. 
 





einen Vitamin D-Rezeptor kodiert, können zur Atrichia congenita führen (Miller et al., 2001). 
Beim VDR handelt es sich um einen Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktor, der mit HR im 
Zellkern interagiert (Hsieh et al., 2003). Die physiologische und funktionelle Relevanz der 
VDR-HR-Interaktion ist bislang aber noch unklar. 
 
   A                                                     B                                         C                              
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Abb. 2.6: Klinische Darstellung der Atrichia congenita und der papulären Atrichie. (A) Erscheinungsbild eines 
jungen Mannes aus Südtirol, der von der universalen kongenitalen Alopezie (Atrichia congenita) betroffen ist. 
Zu erkennen ist das Fehlen jeglicher Kopf- und Gesichtsbehaarung, vereinzelt sind noch einige Haare der 
Augenbrauen vorhanden. Übernommen aus Cichon et al., 2006. (B) Biopsie einer papulären Läsion im 
Bereich der Schulter des in Abb. 2.6 A dargestellten Patienten. Gezeigt ist eine Hematoxylin-Eosin-Färbung. 
Im Überrest des Haarfollikels ist eine Zyste zu sehen, die mit keratinösem Material gefüllt ist. Der 
Maßstabsbalken entspricht 0,1 mm. Übernommen aus Cichon et al., 2006. (C) Atrichie mit papulären 
Läsionen bei einem sechs Jahre alten Mädchen. Abgesehen von einigen Wimpern fehlt die Behaarung 




Im Zusammenhang mit den hier dargestellten Alopezie-Formen, soll noch auf eine weitere 
Haarerkrankung eingegangen werden, den so genannten woolly hair-Phänotyp. Dieses 
Erkrankungsbild, bei dem charakteristische Veränderungen der Haarstruktur vorliegen, wird 
im Laufe der vorliegenden Arbeit an Bedeutung gewinnen und soll deshalb hier erläutert 
werden, obwohl es sich nicht um eine monogene Alopezie handelt. Der woolly hair-Phänotyp 
wurde sowohl als isolierte Form als auch in Zusammenhang mit verschiedenen Syndromen 
beschrieben. Hierbei erscheint das Haar rau und glanzlos und es ist kraus, wellig oder 
kleingelockt. Das Haar ist schwer zu kämmen, da es ineinander verkraust. Woolly hair kann 
am gesamten Kopf oder nur partiell auftreten, oft in Zusammenhang mit diffusem 
Haarverlust. Die Haarstruktur kann fest oder auch brüchig sein. 
Der woolly hair-Phänotyp wurde bereits 1927 beschrieben (Wise, 1927), seitdem folgten 
unzählige Beschreibungen von einzelnen Patienten oder familiären Fällen (Lantis & Pepper, 
1978; Guidetti et al., 1995; Ferrando & Grimalt, 1999; Prasad, 2002). Oft handelt es sich 
hierbei um einen isolierten Phänotyp, manchmal wird die Haarstrukturveränderung auch in 





Zusammenhang mit anderen Anomalien oder Syndromen dokumentiert (Neild et al., 1984; 
Taylor, 1990; Tosti et al., 1994; Manoukian et al., 1996; van Steensel et al., 2001). 
Mutationen in den Genen DSP, welches für Desmoplakin kodiert, und JUP, welches für 
Plakoglobin kodiert und mit Desmoplakin interagiert, wurden bei der Naxos disease 
beschrieben, einer woolly hair-Variante, die mit Kardiomyopathie und Keratoderma assoziiert 
ist (Norgett et al., 2000; McKoy et al., 2000). 
 
   A                              B                                                      C 
       
Abb. 2.7: Woolly hair bei Betroffenen unterschiedlicher Ethnizität. (A) Chinesisches Mädchen im Alter von 15 
Jahren. (B) Türkisches Mädchen im Alter von wenigen Wochen. (C) Indisches Mädchen im Alter von 10 
Jahren. Bei allen Betroffenen ist das Haar spärlich und der Haarschaft fragil, weshalb die Haare nur eine 
Länge von wenigen Zentimetern erreichen. (A) entnommen aus Chen et al., 2006; (B und C) entnommen aus 
Pasternack et al., 2009a. 
 
 
2.6 Hypotrichosis simplex (HS) 
 
Die Hypotrichosis simplex (HS) stellt eine erbliche Form des diffusen Haarausfalls an Kopf 
und/oder Körper dar, der für gewöhnlich in der Kindheit beginnt und mit fortschreitendem 
Alter zunimmt. Aufgrund der fehlenden Nomenklatur wurden in den letzten Jahren 
unterschiedliche Begriffe zur Beschreibung dieses klinischen Phänotyps verwendet 
(hypotrichosis, hereditary hypotrichosis, localized autosomal recessive hypotrichosis). Die 
Bezeichnung HS sollte im Gegensatz zu Hypotrichosis nur dann verwendet werden, wenn 
die Haarschäfte keine strukturellen Anomalien aufweisen. 
Die HS ist klinisch und genetisch heterogen. Sie kann autosomal-dominant oder autosomal-
rezessiv vererbt werden. Bislang konnten drei Gene für unterschiedliche HS-Formen 
identifiziert werden (CDSN, DSG4, LIPH), welche im folgenden Kapitel ausführlicher 
beschrieben werden. Aufgrund der Anzahl noch nicht aufgeklärter Alopezie-Familien ist 
anzunehmen, dass noch weitere Gene identifiziert werden, die das Haarwachstum 
beeinflussen. 
Der erste Bericht einer von HS betroffenen Familie stammt aus dem Jahre 1915 und wurde 
von dem Dermatologen Hjalmar Petersen verfasst. Er beschrieb eine große dänische 





Familie, in der autosomal-dominant vererbter Haarausfall in Kombination mit einer Schild-
drüsenunterfunktion auftrat. Petersen bezeichnete die Erkrankung als „Kongenitale familiäre 
hereditäre Alopezie“ (Petersen, 1915). Heute versteht man unter HS (MIM146520, 
MIM605389, MIM609239, MIM607903, MIM604379) eine Gruppe von seltenen, genetisch 
bedingten, nicht-syndromalen, isolierten Alopezien. Die exakte Prävalenz ist nicht bekannt. 
Betrachtet man die bislang veröffentlichte Fachliteratur zum Thema HS, so ist von mehreren 
hundert betroffenen Familien und sporadischen Patienten auszugehen. Männer und Frauen 
sind gleichermaßen betroffen (Übersicht in Betz et al., 2006). 
Auf klinischer Ebene kann eine auf den Kopf beschränkte Form (hypotrichosis simplex of the 
scalp, HSS; Toribio & Quiñones, 1974; Kohn & Metzker, 1987; Rodríguez Díaz et al., 1995; 
Vázquez et al., 2002) von einer generalisierten Form (hypotrichosis simplex, generalized 
form, HSG) unterschieden werden, bei der neben dem Kopfhaar auch andere behaarte 
Körperregionen betroffen sind (Pajtas, 1950; Bentley-Phillips & Grace, 1979; Al Aboud et al., 
2002). Aufgrund der oftmals vorliegenden intrafamiliären Variabilität ist eine eindeutige 
Zuordnung zu HSS und HSG nicht immer möglich, so dass in diesen Fällen oft nur von HS 
gesprochen wird. 
HSS-Patienten zeigen bei Geburt und in den ersten Lebensjahren ein normales 
Haarwachstum. Ab Mitte der ersten Lebensdekade tritt ein gradueller, diffuser und 
progressiver Verlust des Kopfhaares auf, der bis zum Ende der zweiten Lebensdekade zum 
Verlust des kompletten Kopfhaares führt (s. Abb. 2.8). In manchen Fällen bleiben wenige, 
diffus verteilte Haare bestehen. Wimpern, Augenbrauen, Bart und die restliche Körper-
behaarung sind jedoch nicht betroffen (Betz et al., 2006). 
 
    
Abb. 2.8: Klinisches Erscheinungsbild der HSS der von Toribio und Quiñones 1974 beschriebenen 
spanischen Familie. (A und B) Individuum der spanischen HSS-Familie im Alter von 17 Jahren. (C und D) 
Individuum der HSS-Familie im Alter von 48 Jahren. Es ist nur das Kopfhaar vom Haarausfall betroffen, 
Augenbrauen, Wimpern und Bart sind normal ausgebildet. Entommen aus Betz et al., 2006. 
 
 





Im Gegensatz hierzu sind bei HSG-Patienten auch andere behaarte Körperregionen 
betroffen, wie z. B. Augenbrauen, Wimpern, Bart, allgemeine Körperbehaarung, Achsel- und 
Geschlechtsbehaarung (s. Abb. 2.9). Die Erkrankung kann in den ersten Lebensmonaten 
(Pajtas, 1950), im Kindesalter oder frühen Erwachsenenalter auftreten (Bentley-Phillips & 
Grace, 1979). Der Haarverlust ist ebenfalls diffus und progressiv. Das Ausmaß der 
Beeinträchtigung von Kopf- und Körperbehaarung und das Auftreten der Erkrankung sind 
variabel, sowohl inter- als auch intrafamiliär (s. Abb. 2.9; Betz et al., 2006). Dies lässt auf 
modifizierende Faktoren oder unvollständige Penetranz rückschließen. 
 
   A                                     B                                C                                     D                           
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Abb. 2.9: Klinsches Erscheinungsbild der generalisierten HS (HSG). (A und B) Betroffene Tochter einer 
HSG-Familie im Alter von zehn Jahren. (C) Betroffener Vater des in Abb. 2.9 A und B gezeigten Kindes im 
Alter von 40 Jahren. Die HSG ist sowohl intra- (s. A-C) als auch interfamiliär sehr variabel ausgeprägt: 
während die Tochter komplett haarlos ist, ist beim Vater deutliches Haarwachstum auf dem Kopf zu sehen, 
nicht jedoch im Bereich der Achseln (D). Übernommen aus Betz et al., 2006.  
 
 
Im Anfangsstadium zeigen morphologische Untersuchungen an Haaren von Betroffenen 
mittels Licht- und Elektronenmikroskopie keine Veränderungen des Haarschaftes. Es können 
jedoch bei Betroffenen mit fortgeschrittener HS fokale Bereiche mit gestörter kutikulärer 
Struktur auftreten (Toribio & Quiñones, 1974; Kohn & Metzker, 1987). In einzelnen Studien 
wurden inselförmige Ansammlungen von Talgdrüsen in Hautbiopsien beobachtet (Ibsen et 
al., 1991). Die Anzahl der Haarfollikel kann reduziert (Ibsen et al., 1991; Hess und Uno, 
1991) oder normal sein (Toribio & Quiñones, 1974). Narbenbildung und inflammatorische 
Veränderungen sind gewöhnlich nicht vorhanden. Diese Beobachtungen sind nicht 
allgemeingültig, sondern müssen kritisch betrachtet werden, da in den einzelnen Familien 
meist nur eine bis zwei Hautbiopsien durchgeführt wurden, die aus unterschiedlichen 
Erkrankungsstadien stammen. Untersuchungen an größeren Patientenkollektiven und an 
Modellorganismen, wie verschiedenen knockout-Mäusen, werden diesbezüglich hilfreich 
sein. Bislang besteht keine Möglichkeit zur Therapie von HS. Aus diesem Grund ist es 
entscheidend, Gene zu identifizieren, die ursächlich für die Ausprägung der Erkrankung sind, 





um die Pathophysiologie der Erkrankung zu verstehen und darauf aufbauend wirkungsvolle 
Therapien entwickeln zu können. 
 
2.7 Bislang identifizierte Gene für HS 
 
In der letzten Dekade konnten durch die Anwendung molekularer Techniken große 
Fortschritte beim Verständnis der HS erzielt werden. So wurde das Corneodesmosin-Gen 
(CDSN) für eine autosomal-dominante, auf den Kopf beschränkte Form von HS identifiziert 
(Betz et al., 2000, Levy-Nissenbaum et al., 2003). Außerdem konnten die Genorte für zwei 
weitere autosomal-dominant vererbte HS-Formen identifiziert werden, die ursächlichen Gene 
sind aber bislang noch nicht bekannt. Hierbei kartiert die eine Form, bei der es sich um eine 
generalisierte HS handelt, auf den kurzen Arm von Chromosom 18 (18p11, Baumer et al., 
2000). Für die andere HS-Form konnte ein Genort auf Chromosom 2 identifiziert werden 
(2p25.1-2p23.2). Diese Erkrankung ist auf die Haare aus den frontalen und okzipitalen 
Kopfbereichen sowie die Augenbrauen und Wimpern beschränkt (Wang et al., 2007). 
Für autosomal-rezessive HS-Formen wurden bislang zwei Gene beschrieben, das 
Desmoglein 4-Gen (DSG4, Kljuic et al., 2003) und das Lipase H-Gen (LIPH, Kazantseva et 





Der Genort für eine auf den Kopf beschränkte, autosomal-dominante HS-Form konnte auf 
den kurzen Arm vom Chromosom 6 (6p21.3) kartiert werden (Betz et al., 2000), was die 
Identifizierung des ursächlichen Gens CDSN (Corneodesmosin) ermöglichte (Levy-
Nissenbaum et al., 2003). Bislang konnten drei Stoppmutationen in vier HS-Familien 
unterschiedlicher ethnischer Abstammung nachgewiesen werden (Levy-Nissenbaum et al., 
2003, Dávalos et al., 2005). 
Bei Corneodesmosin handelt es sich um ein Glykoprotein, welches in der Epidermis und in 
der inneren Wurzelscheide von Haarfollikeln exprimiert wird und als Keratinozyten-
Adhäsionsmolekül dient (Jonca et al., 2002). Histologische, immunhistologische und 
proteinbiochemische Untersuchungen an Kopfhaut-Biopsien von Patienten haben gezeigt, 
dass eine Anhäufung des trunkierten CDSN-Proteins vorliegt, wahrscheinlich als Protein-
Aggregate in der oberen Dermis und in der Peripherie der Haarfollikel der tieferen Dermis 
(Levy-Nissenbaum et al., 2003). Es wird angenommen, dass die Protein-Aggregate für 
Haarfollikel-Zellen toxisch sind und deshalb zum Haarverlust führen. Es könnte sich auch um 





einen dominant-negativen Effekt handeln, bei dem das trunkierte Protein mit dem Wildtyp-
Protein interagiert, wodurch es zum Verlust der Kohäsion der Zellen in der inneren 
Haarwurzelscheide kommt. Durch Generierung einer CDSN-knockout Maus konnte die 
essentielle Rolle des Corneodesmosin-Proteins für die Haut- und Haar-Physiologie bestätigt 
werden (Matsumoto et al., 2008). CDSN stellt durch seine starken adhäsiven Eigenschaften 
einen wichtigen Bestandteil der Barriere-Funktion der Haut dar. Die Cre-vermittelte Deletion 
von Cdsn in Mäusen führt postnatal zu einem Verlust der Integrität der Desmosomen, die 
auch für die Erhaltung der Haarfollikel-Architektur eine große Rolle spielt (Leclerc et al., 
2009). Kürzlich konnte gezeigt werden, dass es sich bei der durch CDSN-Mutationen 
ausgelösten HS um eine Amyloid-Erkrankung handelt, bei der die präfibrillären CDSN-
Oligomere toxisch auf die Keratinozyten wirken (Caubet et al., im Druck). 
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Abb. 2.10: Klinisches Erscheinungsbild von HSS-Patienten mit CDSN-Mutation. Der Haarausfall ist auf den 
Kopf beschränkt und diffus. (A und B) 11-jähriger Betroffener, der der israelischen HS-Familie angehört, bei 
der initial Mutationen im CDSN-Gen nachgewiesen wurden (c.643C>T). (C und D) 15-jähriges Mädchen aus 
einer mexikanischen Familie, das ebenfalls eine CDSN-Mutation trägt (c.731C>G). Beide Mutationen führen 
zu einem vorzeitigen Stoppkodon. (A und B) entnommen aus Levy-Nissenbaum et al., 2003. (C und D) 




Im Jahre 2003 konnte in zwei konsanguinen, pakistanischen Familien mit autosomal-
rezessiv vererbter HS Kopplung zum Cadheringen-Cluster auf Chromosom 18 nach-
gewiesen werden. Daraufhin wurde eine 5-kb Deletion im DSG4-Gen (Desmoglein 4) als 
Ursache für die Erkrankung berichtet (Kljuic et al., 2003). Diese führt zu einer Deletion der 
Exons 5 bis 8, wobei es nicht zu einer Verschiebung des Leserasters kommt, sondern zu 
einem verkürzten Protein, welchem die Aminosäuren 125 bis 335 fehlen. Mittlerweile sind 
weitere Mutationen in der Fachliteratur beschrieben (Messenger et al., 2005; Zlotogorski et 
al., 2006; Shimomura et al., 2006; Wajid et al. 2007). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 
dass DSG4, ebenso wie DSG1 und DSG3, als Autoantigen bei Pemphigus Vulgaris (PV) 





fungiert (Nguyen et al., 2000, Kljuic et al., 2003). Das DSG4-Gen liegt beim Menschen im 
Cadherin-Gen-Cluster auf Chromosom 18q12, downstream von DSG1 und upstream von 
DSG3 und DSG2, und ist stark in den Zell-Zell-Kontakten der suprabasalen Schichten der 
Epidermis exprimiert. 
Patienten mit DSG4-Mutation zeigen eine Hypotrichosis, die sich vornehmlich an Kopf, Brust, 
Armen und Beinen manifestiert. Augenbrauen und Bart sind weniger dicht als bei nicht 
Betroffenen. Die Haut der Patienten ist normal, mit Ausnahme von Bereichen der Kopfhaut, 
wo als Folge von eingewachsenen Haaren kleine Papeln auftreten können. Histologisch 
zeigen Kopfhaut-Biopsien von Patienten mit DSG4-Mutation abnormale Haarfollikel und 
Haarschäfte. Diese sind dünn, atrophisch und liegen oft aufgekringelt in der Haut vor, da sie 
die Epidermis nicht durchdringen können. Des Weiteren zeigen sie Schwellungen in der 
prekortikalen Region, die zu einem Bulbus-Bläschen an der Basis des Haarschafts führen 
(Kljuic et al., 2003). 
Es gibt zwei autosomal-rezessive Hypotrichosis-Mausmodelle, die eine Kopplung zu Loci in 
der syntenen Region – ebenfalls auf Chromosom 18 – zeigen, lah/lah und lahJ/lahJ 
(lanceolate hair). Eine Sequenzanalyse des DSG4-Gens zeigte eine Baseninsertion in Exon 
7 bei der lahJ/lahJ-Maus (c.746insT), die zu einer Verschiebung des Leserasters und einer 
vorzeitigen Termination der Translation führt. Die Sequenzanalyse der lah/lah-Tiere führte 
zur Identifizierung einer A>C Transition an Nukleotid 587, wodurch es im DSG4-Protein zu 
einem Aminosäurewechsel von Tyrosin zu Serin an der Position 196 kommt. Tyr196 ist 
weitgehend konserviert unter den verschiedenen Cadherinen und könnte eine potentielle 
Phosphorylierungsstelle darstellen. Die lahJ/lahJ-Maus dient somit als Tiermodell für eine 
Null-Mutante, wohingegen die lah/lah-Maus einen „Hypomorph“ repräsentiert (Kljuic et al., 
2003). 
Im lahJ/lahJ-Mausmodell konnte für DSG4 eine zentrale Rolle bei der Zell-Zell-Adhäsion 
nachgewiesen werden. Das Protein ist nicht oder nur schwach in Keratinozyten exprimiert. In 
Haarfollikeln zeigen sich Keratinisierungsdefekte in der inneren Wurzelscheide des Haar-
schaftes und eine komplette Ablösung der Keratinozyten in der Henle’s und Huxley’s Schicht 
und dem Kortex (Kljuic et al., 2003). Des Weiteren konnte in DSG4-defekten Haarfollikeln 
eine Verkürzung der Proliferationsphase und eine vorzeitige Differenzierung nachgewiesen 
werden, was unter anderem auf eine veränderte Expression des hoxC13-Gens und der 
Haarkeratin-Gene Krt82 und Krt34 zurückzuführen ist. Diese Gene sind für die Haarschaft-
Kutikula und die Kortex-Differenzierung spezifisch (Kljuic et al., 2003; Jave-Suarez et al., 
2002). Mutationen im DSG4-Gen führen also sowohl zu strukturellen Veränderungen am 
Haarfollikel als auch zu einer fehlerhaften Signalgebung. Diese hat einen Zusammenbruch 
der Kommunikation im tieferen Haarfollikel zur Folge und somit eine fehlerhafte Ausführung 





des Differenzierungsprogramms der Zellen und führt dadurch zu einem verminderten 
Haarwuchs (Kljuic et al., 2003). 
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Abb. 2.11: Auswirkungen von DSG4-Mutationen bei Mensch und Maus. (A und B) Klinisches 
Erscheinungsbild eines pakistanischen Betroffenen mit autosomal-rezessiver HS, die durch Mutationen im 
DSG4-Gen augelöst wird. Die Hypotrichosis manifestiert sich an Kopf, Brust, Armen und Beinen. Die 
Gesichtsbehaarung, inklusive Augenbrauen und Bart ist nur geringfügig vorhanden, die Wimpern sind 
allerdings normal ausgeprägt. (C) Phänotyp der lah/lah-Maus, die eine Mutation im Dsg4-Gen trägt. Gezeigt 
ist ein 13 Tage altes Männchen mit abnormalen Schnurrhaaren und spärlichem Fell am gesamten Körper. 




Kazantseva et. al identifizierten in einer genetisch-epidemiologischen Studie, welche jeweils 
mehr als 170.000 Individuen zweier ethnischer Gruppen Russlands umfasste, 50 Familien 
mit autosomal-rezessiver HS. Alle Betroffenen leiden seit ihrer Kindheit unter Haarausfall, 
der sich mit fortschreitendem Alter verstärkt. Sie zeigen Störungen des Haarwachstums an 
Kopf und Körper, aber keine anderen Auffälligkeiten. Das Haarwachstum ist verlangsamt 
oder ganz zum Stillstand gekommen, was sich in kurzen Haarlängen darstellt. In histo-
pathologischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Haarfollikel eine 
abnormale Morphologie, Dystrophie und Fragilität aufweisen (Kazantseva et al., 2006). 
Mittels Mikrosatelliten-Analysen konnte eine Kopplung zu Chromosom 3q26-q27 nach-
gewiesen werden. Nach maximaler Einengung des Genortes kamen fünf Kandidatengene in 
Frage, die einer Mutationsanalyse unterzogen wurden. Hierbei konnte bei allen Betroffenen 
eine Deletion des Exons 4 im Lipase H (LIPH)-Gen identifiziert werden (c.527_628del; 
p.Gly176_Asp209del; Kazantseva et al., 2006), welches die Phospholipase Lipase H kodiert 
(auch mPA-PLA1α genannt, membrane-bound phosphatidic acid-selective phospholipase 
A1). Die Deletion führt zwar weder zu einem Stoppkodon noch wird das Leseraster 
verändert, aber sie eliminiert eine evolutiv konservierte Domäne im Protein, welche die 
bedeutsame Aminosäure Asp178 enthält. Diese stellt neben Ser154 und His248 eine der drei 
katalytisch wichtigen Aminosäuren des LIPH-Proteins dar (Jin et al., 2002; Sonoda et al., 





2002). Eine Veränderung oder Deletion dieser kritischen Aminosäuren führt zum Verlust der 
enzymatischen Aktivität des Enzyms und somit zur Funktionslosigkeit (Kubiak et al., 2001; 
Sonoda et al., 2002; Hiraoka et al., 2005; Hiramatsu et al., 2003).  
Es ist bekannt, dass verschiedene Phospholipasen aus Phosphatidsäure (PA) Lyso-
phosphatidsäure (LPA) herstellen (Aoki, 2004). LPA ist ein extrazellulärer Mediator bei vielen 
biologischen Prozessen, wie z. B. Proliferation, Migration, Differenzierung oder anti-
apoptotischer Aktivität und wirkt durch Kopplung an verschiedene G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren (Bandoh et al., 1999; van Leeuwen et al., 2003; Moolenaar et al., 2004; Piazza 
et al., 1995; Choi et al., 2007). Die genaue physiologische Funktion von LIPH beim 
Haarwachstum wurde jedoch nicht weiter untersucht und bleibt somit ungeklärt. 
Kurz nach der initialen Beschreibung einer LIPH-Mutation bei HS-Patienten von Kazantseva 
et al. (2006) wurden zwei weitere Mutationen im LIPH-Gen identifiziert, eine 5 bp-Deletion in 
Exon 2 (c.346_350del, Ali et al., 2007) und eine 2 bp-Deletion in Exon 5 (c.659_660del, 
Jelani et al., 2008). Beide Mutationen wurden in pakistanischen Familien identifiziert und 
führen zu einer Verschiebung des Leserasters. Dies hat eine vorzeitige Termination der 
Translation und somit ein verkürztes LIPH-Protein zur Folge. Kürzlich konnten wir in unserer 
Arbeitsgruppe erstmals eine Duplikation (c.280_369dup; Nahum et al., 2009) und compound-
heterozygote Mutationen im LIPH-Gen nachweisen (c.403_409dup/c.280_369dup; 
Pasternack et al., 2009b). Des Weiteren wurden bis dato verschiedene Missense- und 
Frameshift-Mutationen publiziert (c.2T>C und c.322T>C; Naz et al., 2009; c.682delT, 
c.322T>C, c.624delT und Ex7_8del; Shimomura et al., 2009b; c.1303_1309dupGAAAACG; 
Shimomura et al., 2009c). 
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Abb. 2.12: Klinisches Erscheinungsbild von Hypotrichosis-Patienten mit LIPH-Mutation. Gezeigt sind (A) eine 
junge Frau russischer Abstammung und (B) ein junger Mann, ebenfalls russischer Abstammung. Beide tragen 
eine Deletion von Exon 4 des LIPH-Gens. (C) 9-jähriges Mädchen aus Österreich, welches compound-
heterozygote LIPH-Mutationen trägt. Typisch sind bei allen Betroffenen die spärlichen Haare, die Aufgrund 
ihrer Brüchigkeit nur geringe Haarlängen erreichen. Mit fortschreitendem Alter entwickelt sich die 
Hypotrichosis im Allgemeinen zu einer Alopezie, also einem vollständigen Fehlen der Haare. (A und B) 
übernommen aus Kazantseva et al., 2006. (C) entnommen aus Pasternack et al., 2009b.  
 





2.8 Klinische Darstellung der untersuchten HS-Familie 
 
Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollte die molekulare Ursache für eine isolierte, 
autosomal-rezessiv vererbte Form der HS identifiziert und charakterisiert werden. Als 
Untersuchungsmaterial standen uns Blutproben von elf Familienmitgliedern einer 
konsanguinen Familie saudi-arabischen Ursprungs zur Verfügung (im Folgenden als HS-
Familie 1 bezeichnet), und zwar von den Eltern und neun Kindern. Vier der insgesamt zehn 
Kinder sind von HS betroffen (s. Abb. 2.13). Von der gesunden ältesten Tochter (II:1) stand 




Abb. 2.13: Stammbaum der aus Saudi-Arabien stammenden untersuchten HS-Familie 1. Die Eltern sind 
Cousin/Cousine 3. Grades. Die Konsanguinität wird durch die Doppelllinie zwischen den Eltern dargestellt. 
Vier der zehn Kinder sind von HS betroffen. Es stand von neun der zehn Kinder und den Eltern DNA als 
Untersuchungsmaterial zur Verfügung. Betroffene Familienmitglieder sind als schwarze Symbole dargestellt. 
Kreise und Vierecke zeigen weibliche bzw. männliche Familienmitglieder an.  
 
Die betroffenen Geschwister zeigten normales Haarwachstum bei der Geburt und in den 
ersten Lebensjahren. Ab einem Alter von ca. drei bis sechs Jahren trat ein diffuser und 
fortschreitender Verlust des Kopfhaares auf. Die jüngste (II:6) und die älteste Betroffene (II:2) 
sind nun fast komplett haarlos. Individuum II:2 zeigt eine leichte Ausdünnung der 
Augenbrauen, ansonsten sind Augenbrauen, Wimpern, Bart, Achsel- und Schambehaarung 
bei allen Betroffenen unauffällig. Auch Haut, Nägel und Zähne zeigen keine Auffälligkeiten 
(Al Aboud et al., 2002). Die Beeinträchtigung von Kopf- und Körperbehaarung ist variabel (s. 
Abb. 2.14). Männer und Frauen sind gleichermaßen betroffen. 
Lichtmikroskopisch untersuchte Haare der HS-Patienten zeigten keine strukturellen 
Anomalien. Den drei betroffenen Frauen wurden 4 mm2-Hautbiopsien im Okzipitalbereich 
entnommen und untersucht. Hierbei zeigten sich normale Haarfollikel und normale 
Haarfollikel-Einheiten, die durch Fusion von drei bis fünf Haarfollikeln am Infundibulum 
entstehen (Al Aboud et al., 2002). Die Anzahl der Haarfollikel in der Hautbiopsie auf Höhe 
des Infundibulums war reduziert, sie lag zwischen 20 und 35. Bei einem Gesunden liegen im 
Durchschnitt 40 Haarfollikel in einer 4 mm2-Hautbiopsie vor. Die Talgdrüsen in der Haut 
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waren normal entwickelt und es konnten keine inflammatorischen Infiltrate nachgewiesen 
werden (Al Aboud et al., 2002). 
 
 
Abb. 2.14: Klinische Darstellung 
zweier betroffener Frauen der unter-
suchten HS-Familie 1. (A) Foto der 
Betroffenen II:3 im Alter von 25 Jahren. 
(B) Individuum II:2 der HS-Familie 1 im 
Alter von 28 Jahren. Die Ausprägung 
der HS ist sehr variabel. Entnommen 
aus Al Aboud et al., 2002. 
 
2.9 Identifizierung krankheitsverursachender Gene 
 
Prinzipiell stehen zur Identifizierung von krankheitsverursachenden Genen zwei Methoden 
zur Verfügung: Kopplungs- und Assoziationsuntersuchungen. Beide Methoden bedienen sich 
der Analyse von genetischen Markern. Hierbei handelt es sich um Polymorphismen, die sich 
in Form von Einzelbasen-Austauschen (single nucleotide polymorphisms, SNPs), kurzen 
repetitiven Sequenzen (short tandem repeats, STRs) oder längeren repetitiven Sequenzen 
(variable number tandem repeats, VNTRs) darstellen können und deren chromosomale Lage 
bekannt ist. 
Die Kopplungsanalyse wird in der Regel zur Identifizierung ursächlicher Gene bei 
monogenen Erkrankungen verwendet. Bei genetisch komplexen Erkrankungen ist die 
Assoziationsuntersuchung die Methode der Wahl, da meist keine genauen Angaben zu 
Erbgang, Penetranz, Genfrequenzen etc. gemacht werden können, wie es für die 
Kopplungsanalyse notwendig wäre. Bei der Assoziationsuntersuchung werden meist SNPs 
verwendet, um Allele von Gesunden und Erkrankten innerhalb einer ethnischen Gruppe zu 
vergleichen. Bei einer Assoziation tritt ein bestimmtes Allel in der Bevölkerung überzufällig 
häufig gemeinsam mit der Erkrankung auf. 
Für Kopplungsanalysen wurden früher – so auch bei der Identifizierung des Genortes der 
untersuchten HS-Familie 1 – meist STR-Marker, auch Mikrosatelliten-Marker genannt, 
verwendet. Diese sind die häufigste Form repetitiver DNA und bestehen aus zwei bis vier 
Nukleotiden, die 10-100 mal wiederholt werden. Sie sind aufgrund der Mikrosatelliten-
Instabilität hochinformativ und liegen über das gesamte Genom verteilt vor. Bei der Analyse 
wird in der zu untersuchenden Familie die Ko-Segregation von Markern mit dem Krankheits-
Phänotyp untersucht. Liegt Kopplung vor, so treten bestimmte Marker überdurchschnittlich 
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häufig bei den Erkrankten auf, nicht aber bei den Gesunden. Dies beruht auf der örtlichen 
Nähe der Marker zum Krankheitslokus, die nicht oder nur sehr selten durch 
Rekombinationsereignisse getrennt werden.  
Der LOD (logarithmic odds ratio)-Score gibt die Wahrscheinlichkeit an, ob Kopplung von 
Markern an den Phänotyp vorliegt oder nicht. Ein LOD-Score von ≥ 3 wird als Kopplungs-
nachweis bei monogenen Erkrankungen angesehen und besagt, dass die Wahrschein-
lichkeit, dass Kopplung vorliegt, 1.000 mal größer ist, als dass keine Kopplung vorliegt. Die 
Berechnung des LOD-Scores erfolgt unter der Annahme verschiedener Rekombinations-
frequenzen und damit unterschiedlicher Abstände zwischen Genort und Marker. 
Anschließend kann dann mittels weiterer molekularbiologischer Methoden, wie z. B. der 
Positionsklonierung, nach der für die Krankheit verantwortlichen Mutation gesucht werden. 
Seit der Vollendung des Humangenomprojektes und der Einführung und Weiterentwicklung 
von DNA-Arrays (auch DNA-Chips genannt), werden auch für Kopplungsanalysen 
zunehmend SNP-Typisierungen durchgeführt. Diese werden immer kostengünstiger und 
liefern die erforderliche genetische Information um ein vielfaches schneller als die 




In Vorarbeiten waren von PD Dr. Regina C. Betz die bis zu jenem Zeitpunkt bekannten 
Genorte für verschiedene Haarerkrankungen, welche mit Haarausfall oder Haarwachstums-
störungen in Zusammenhang stehen, mittels Mikrosatelliten-Analysen für die hier unter-
suchte Familie ausgeschlossen worden (s. Anhang Tab. 12.1.1). Anschließend war mit allen 
zur Verfügung stehenden DNA-Proben eine genomweite Kopplungsanalyse mittels 320 
hochpolymorpher Mikrosatelliten-Marker durchgeführt worden. Es konnte ein neuer Genort 
für HS auf dem langen Arm von Chromosom 13 (13q14.11–13q21.33) mit einem maximalen 
LOD-Score von 3,9 (θ=0,0) identifiziert werden (s. Abb. 2.15, s. auch Anhang Tab. 12.1.2 für 
zugehörige two-point LOD-Scores). Die somit definierte Kandidatenregion umfasst in etwa 













Abb. 2.15: Kopplungsanalyse der HS-
Familie 1. Gezeigt ist der Multi-point LOD-
Score für die Kopplung von HS an 
Mikrosatelliten-Marker auf Chromosom 1-
22. X- und Y-Chromosom wurden nicht 
untersucht, da Männer und Frauen 
gleichermaßen von HS betroffen sind. Die 
an das Krankheitsbild koppelnde Region 
auf Chromosom 13 ist deutlich durch den 
herausragenden Peak erkennbar. Der 
LOD-Score beträgt 3,9. 
 
A 
Abb. 2.16: (A) Grafische Darstellung der Kandiatenregion auf dem langen Arm von Chromosom 13 
(13q14.11–13q21.33). Gezeigt ist ein Screenshot des UCSC genome browsers. Die 34 Mb große 
Kandidatenregion ist durch ein rotes Kästchen hervorgehoben. Im unteren Bereich der Grafik sind die in der 
Region liegenden Gene (known UCSC genes) gezeigt (NCBI35/hg17). Diese basieren auf den Datenbanken 
UniProt, RefSeq und Genbank und geben alle bekannten humanen Protein-kodierenden und nicht-Protein-
kodierenden Gene an. 







Abb. 2.16: (B) Stammbaum der HS-Familie 1. Nach genomweiter Kopplungsanalyse der DNA-Proben der 
untersuchten Familie konnte die Kandidatenregion zwischen die Mikrosatelliten-Marker D13S1493 und 
D13S634 kartiert werden. Marker-Haplotypen, die mit dem HS-Phänotyp gekoppelt sind, sind in Schwarz 
dargestellt. Als zentromerische Grenze der Kandidatenregion dient eine Rekombination bei Individuum II:4 
und die Beobachtung der Heterozygotie im telomerischen Bereich. Familienmitglieder, die von HS betroffen 
sind, sind an schwarzen Symbolen zu erkennen. Kreise und Vierecke zeigen weibliche bzw. männliche 
Familienmitglieder an. Die entsprechenden Mikrosatelliten-Marker sind jeweils am linken Rand aufgelistet. Die 
homozygote Region, die bei allen Betroffenen vorliegt, ist durch einen Kasten hervorgehoben. 
 







Haarverlust ist bei Menschen weit verbreitet. Obwohl es sich hierbei eigentlich nur um ein 
kosmetisches Problem handelt, führt er doch bei vielen Betroffenen zu beträchtlichem 
psychologischem Leidensdruck (Stough et al., 2005; Lemieux et al., 2008). Die momentan 
vorhandenen Therapien sind unbefriedigend und es besteht eine große Nachfrage nach 
neuen Behandlungsstrategien. Ein viel versprechender Ansatz um die Pathophysiologie des 
Haarverlustes zu verstehen, ist die Identifizierung von Genen, welche isolierten, mendelnden 
Alopezien zugrunde liegen. Das Ziel dieser Arbeit bestand deshalb in der Identifizierung und 
Charakterisierung der Gen-Mutation, die in einer konsanguinen Familie saudi-arabischen 
Ursprungs zu einer autosomal-rezessiv vererbten, isolierten Form der HS führt. 
Bevor diese Arbeit begonnen wurde, war bereits mittels genomweiter Kopplungsanalyse der 
DNA-Proben der zu untersuchenden HS-Familie ein neuer Genort für diese Erkrankung auf 
Chromosom 13 identifiziert worden (unveröffentliche Daten von PD Dr. Regina C. Betz). 
Zunächst sollte die Kandidatenregion durch Typisierung zusätzlicher Mikrosatelliten-Marker 
so weit wie möglich eingeengt werden. Zusätzlich sollten die in der Region liegenden Gene 
auf Expression in Haut und Haarfollikeln von gesunden Probanden untersucht werden. 
Beruhend auf der Annahme, dass ein Gen in dem Gewebe exprimiert sein sollte, welches 
pathogene Veränderungen aufweist, können so Kandidatengene indirekt ausgeschlossen 
werden. Anschließend sollten die Exons (einschließlich Exon-Intron-Grenzen) der 
Kandidatengene amplifiziert und sequenziert werden, um Veränderungen in der 
genomischen Sequenz detektieren zu können. 
Nach Identifizierung der ursächlichen Mutation sollte die Expression des entsprechenden 
Gens in verschiedenen Geweben untersucht werden. Zudem sollte das kodierte Protein 
zellbiologisch untersucht werden, z. B. mittels Western-Blot- und Immunfluoreszenz-Analyse. 
Weitere Experimente zur Aufklärung der biologischen Funktion des Proteins und des 
entsprechenden Pathomechanismus sollten in Abhängigkeit der sich im Laufe der Arbeit 
ergebenden Ergebnisse durchgeführt werden. 
 








Soweit möglich, wurden Chemikalien mit der Qualitätsbezeichnung „pro analysis“ (p. A.) 
verwendet. Alle Standardchemikalien, organische Substanzen und Lösungsmittel wurden 
von folgenden Firmen bezogen: Avanti Polar Lipids, Alabama (USA); Difco Lab., Michigan 
(USA); GE Healthcare, München; Invitrogen, Karlsruhe; Merck, Darmstadt; MWG, 
Ebersberg; Promega, Mannheim; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim; Riedel de 
Haen AG, Seelze; Sigma Chemie, Taufkirchen; Serva, Heidelberg. 
 
4.2 Zellen und Vektorsysteme 
4.2.1 Prokaryoten 
 
E. coli TOP10F’ (Invitrogen): F- mcrAΔ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR 
recA1araD139 Δ(ara-leu) 7697galU galK rpsL(StrR) endA1 nupG 
 
E. coli GM2163 (Fermentas): F– dam-13::Tn9 (Camr) dcm-6 hsdR2 (rk–mk+) leuB6 hisG4 thi-1 





COS7    African green monkey kidney-Zellen (DSMZ) 
Flp-In-CHO   Chinese hamster ovary-Zellen (Invitrogen) 
Immortalisierte Lymphozyten aus Blutproben der Individuen III:21, IV:1 und IV:2 der 




pcDNA3.1/V5-His  eukaryotischer Expressionsvektor (Invitrogen) 
pcDNA5/FRT/V5-His  eukaryotischer Expressionsvektor (Invitrogen) 
pCRE-luc   Luziferase-Reportergen-Vektor (Stratagene) 
pJET1.2/blunt   Klonierungsvektor (Fermentas) 
pDELBOY   Knockout-Vektor, D. J. Rossi (Universität Helsinki) 





4.3 Medien für prokaryotische Zellen 
 
Die Bestandteile der Medien wurden in A. bidest gelöst, autoklaviert und ggfs. vor Gebrauch 
mit dem entsprechenden Antibiotikum komplementiert. 
 
Luria Bertani-Medium (LB-Medium): 
10 g/L Bacto Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, 10 g/L NaCl 
 
LB-Platten: 
10 g/L Bacto Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, 10 g/L NaCl, 15 g/L Agar, auf ca. 55°C abkühlen 
lassen, Antibiotikum zugeben (50µg/ml Ampicillin) und Platten gießen 
 
SOC-Medium: 
20 g/L Bacto Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, 0,58 g/L NaCl, 0,19 g/L KCl, 2,03 g/L MgCl2.6 H2O, 
3,6 g/L Glukose 
 
4.4 Medien, Zusätze und Transfektionsreagenzien für eukaryotische 
Zellen 
 
Amphotericin B        PAA 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit 4,5 g/L Glukose (DMEM)   Cambrex 
Fetales Kälberserum (FKS)       Biochrom 
FuGENE HD Transfection Reagent      Roche 
GlutaMAXTM-I         Gibco 
Ham’s F12 (Nutrient Mixture F12)      Invitrogen 
LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent    Invitrogen 
Opti-MEM®         Invitrogen 
Penicillin/Streptomycin       Gibco 
Phytohämagglutinin (PHA-L)       Biochrom 
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium)   Pan Biotech 
Natriumpyruvat        Biochrom 
Trypsin EDTA         PAA 
Zeocin          Invitrogen 
 
COS7-Medium: 
DMEM mit L-Glutamin und Glukose (Cambrex), 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml 
Streptomycin, 2,5 µg/ml Amphotericin B 






Ham’s F12, 10 % FKS, 2 mM GlutaMAXTM-I, 100 µg/ml Zeocin 
 
Medium für immortalisierte Lymphozyten: 
RPMI 1640, 20 % FKS, 75 U/ml Penicillin, 75 µg/ml Streptomycin, 2 µg/ml Amphotericin B, 
1 mM Natriumpyruvat, 2 mM GlutaMAXTM-I , 2 µg/ml Phytohämagglutinin (PHA-L) 
 
4.5 Häufig verwendete Puffer und Lösungen 
 
Die Bestandteile der Lösungen und Verdünnungen wurden, so nicht anders aufgeführt, in 
A. bidest gelöst. 
 
Ampicillin-Stocklösung: 
20 mg/ml Ampicillin, sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C 
 
BAC-Lösung I: 
10 mM EDTA, pH auf 8,0 einstellen 
 
BAC-Lösung II: 
0,2 M NaOH, 1 % SDS  
 
BAC-Lösung III: 
127 ml H2O, 23 ml Eisessig, 50 ml 7,5 M KAc 
 
Bromphenol-Blau (BPB): 
0,2 % Bromphenol-Blau in Ethanol, Lagerung bei -20°C  
 
Coomassie-Färbe-Lösung: 
300 ml Methanol, 60 ml Essigsäure, 1,2 g Coomassie Blue, 240 ml H2O  
 
Coomassie-Entfärbe-Lösung: 
50 ml Methanol, 50 ml Essigsäure, 400 ml H2O  
 
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs):  
10 mM pro dNTP, verdünnt auf 1,25 mM (GeneCraft)  
 





Ethidiumbromid-Lösung, 1 %ig:  
10 mg/ml Ethidiumbromid, Lagerung bei 4°C 
 
Hanks’ balanced salt solution (HBSS)-Puffer 10 x: 
1,4 g/L CaCl2, 4 g/L KCl, 0,6 g/L KH2PO4, 1 g/L MgCl2.6H2O, 1 g/L MgSO4.7H2O, 80 g/L 
NaCl, 0,9 g/L Na2HPO4.7H2O, 1 g/L D-Glukose wird direkt vor Gebrauch zu 1 x Puffer 
zugefügt, pH auf 7,3 einstellen 
 
Phosphate buffered saline (PBS)-Puffer 10 x: 
80 g/L NaCl, 2 g/L KCl, 14,4 g/L Na2HPO4, 2,4 g/L KH2PO4, pH auf 7,4 einstellen 
 
PBST-Puffer 10 x: 




150 mM NaCl, 0,5 % sodium deoxycholate (DOC), 1 % NP-40, 0,1 % SDS, 50 mM Tris/HCl 
pH 7,4, Protease-Inhibitor Cocktail 
 
20 x SSC: 
3 M NaCl, 0,3 M Na3Citrat.2H2O, pH auf 7,0 einstellen 
 
Transformation-Buffer I (TfBI)-Puffer: 
100 mM RbCl, 50 mM MnCl2, 30 mM KAc, 10 mM CaCl2, 15 % Glycerin 
 
Transformation-Buffer II (TfBII)-Puffer: 
10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl2, 15 % Glycerin 
 
Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer 10 x: 
1 M Tris, 0,83 M Borat, 10 mM EDTA  
 
Tris-EDTA (TE-4)-Puffer:  
0,1 mM EDTA, 10 mM Tris-Cl, pH auf 8,0 einstellen  
 
 





4.6 Material zur Analyse von Nukleinsäuren 
 
α-32P-CTP (Amersham Radiochemicals) 
Agarose (Sigma-Aldrich) 
Amersham MegaprimeTM DNA Labeling System (GE Healthcare) 
CloneJETTM PCR Cloning Kit (Fermentas) 
Cot-1 DNA (Invitrogen) 
DNA-Längenstandards (Metabion, Fermentas) 
DyeExTM 2.0 Spin Kit (Qiagen) 
ExpressHybTM Hybridization Solution (BD Biosciences) 
Hi-DiTM-Formamid (Applied Biosystems) 
illustra GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) 
Lachs-Testis-DNA (Sigma-Aldrich) 
Multiple Tissue Expression (MTE) Array 3 (BD Biosciences) 
Nukleotide (Invitrogen) 
Primer und Random Hexamers (Metabion, Invitrogen) 
Plasmid Purification Kit „Mini“ (Fermentas), „Midi“ (Invitrogen), „Maxi” (Qiagen)  
RNAlater® (Ambion) 
RNeasy® Mikro Kit (Qiagen) 
Sephadex G-50-Säule (GE Healthcare) 
 
4.7 Enzyme und Inhibitoren 
 
Alkalische Phosphatase (CIAP) (Fermentas)  
BioThermTM Taq DNA Polymerase (GeneCraft)  
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 
CRE-Rekombinase (zur Verfügung gestellt von Dr. Michael Peitz, Universität Bonn) 
DNase I (Promega)  
Expand Long Template DNA-Polymerase (Roche)  
Pwo Super Yield DNA Polymerase (Roche) 
REDTaq® ReadyMixTM PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich) 
Restriktionsendonukleasen (Fermentas, Roche)  
RNase A (Sigma-Aldrich)  
RNaseOutTM Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen) 
SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen) 
T4 DNA Ligase (Invitrogen)  
 





4.8 Material zur Proteinanalyse 
 
Amersham HybondTM-P (GE Healthcare) 
bis-BODIPY® FL C11-PC (Invitrogen) 
Blotting-Papier (BioRad) 
BSA (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) 
Bright-GloTM Luciferase Assay System (Promega) 
DC Protein-Assay (Bio-Rad) 
Einbettmedium (Vektorshield) 
Forskolin (Sigma-Aldrich) 
L-[35S]-Methionin (1.000 Ci/mmol; Amersham Radiochemicals) 
LPA (1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphat; Avanti Polar Lipids) 
Magermilchpulver (Sigma-Aldrich) 
MagicMarkTM XP Western Protein Standard (Invitrogen) 
NuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel (Invitrogen) 




Röntgenfilm X-Omat AR (Kodak)  
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen)  
TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega) 
WesternBreeze® Chemiluminescent Immunodetection System (Invitrogen) 
 
Tab. 4.1: Primäre Antikörper 
Verdünnung Epitop Typ Firma 
WB IF 
anti-V5 monoklonale Maus IgG Invitrogen 1:5.000 1:500 
anti-PDI polyklonale Kaninchen IgG Stressgen 
Biotechnologies 
- 1:250 
anti-Cadherin polyklonale Kaninchen IgG USBiological - 1:250 
SP4556P      
(anti-P2Y5) 
synthetisches Peptid,   
Kaninchen IgG 
Acris 1:1.000 - 
Sc-20126      
(anti-P2Y5) 
polyklonale Kaninchen IgG Santa Cruz 
Biotechnology 
1:500 - 
Sc-31503      
(anti-P2Y5) 
polyklonale Ziegen IgG Santa Cruz 
Biotechnology 
1:400 - 





Tab. 4.2: Sekundäre Antikörper 
Verdünnung Epitop Typ Firma 
WB IF 
Cy3-anti-Maus IgG polyklonale Ziege IgG Rockland - 1:1.000 
FITC-anti-Kaninchen IgG polyklonale Ziege IgG Dianova - 1:1.000 
      
4.9 Software und Datenbanken 
 
Chromas Version 2.21   http://www.technelysium.com.au/ 
ClustalW    http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/ 
Cyrillic Version 2.1.3   Cherwell Scientific Publishing 
Ensembl     http://www.ensembl.org/  
ExPASy    http://www.expasy.ch/tools/ 
GraphPad Prism Version 4.03  GraphPad 
MGI     http://www.informatics.jax.org/ 
Molecular Toolkit    http://www.vivo.colostate.edu/molkit/ 
NCBI      http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  
NEB cutter V2.0  http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php  
SeqManTMII    DNASTAR 
Sequencing Analysis 3.7  Applied Biosystems 
UniProt    http://www.uniprot.org/ 
UCSC      http://genome.ucsc.edu/  
Vector NTI    Invitrogen 
 
4.10 Oligonukleotide (Primer) 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion und 
Invitrogen bezogen. Sie wurden in A. bidest in einer Endkonzentration von 10 pmol/μl gelöst. 
 
Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in den Tabellen 12.1.5-12.1.8 des Anhangs 
aufgelistet. 
 






5.1 Molekularbiologische Methoden 
5.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Haarfollikeln 
 
Das Arbeiten mit Ribonukleinsäuren (RNA) erfordert, dass der Arbeitsplatz, alle Gerät-
schaften und Chemikalien RNAse-frei sind. Aus diesem Grund wurden der Arbeitsplatz und 
die Pipetten mit 70 %igem Ethanol gereinigt und RNAse-freie Pipettenspitzen verwendet. 
Alle Chemikalien wurden ausschließlich für Arbeiten mit RNA verwendet. Anstelle von 
Wasser wurde eine 0,1 %ige DEPC-Lösung benutzt, die ü. N. bei 37°C geschüttelt und 
anschließend autoklaviert wurde. Ca. 30 Haarfollikel von verschiedenen Individuen wurden 
mit einer sterilen Pinzette aus der Haut herausgezogen, direkt oberhalb des Haarfollikels 
abgeschnitten, gepoolt und sofort in RNAlater®-Lösung gegeben. In dieser RNA-
stabilisierenden Lösung können die Zellen ex-vivo bis zur Verarbeitung mehrere Tage bei 
4°C gelagert werden. Es wurden sowohl Kopfhaare als auch Augenbrauen entnommen, 
welche getrennt voneinander behandelt wurden. Nach Entfernen der RNAlater®-Lösung 
wurde die RNA mit Hilfe des RNeasy® Micro Kits (Qiagen) isoliert. Bei diesem System 
werden die Zellen lysiert und anschließend RNA-Moleküle, die länger als 200 Nukleotide 
sind, an eine Silica-Membran gebunden. Spuren von DNA werden durch einen DNase-
Verdau direkt auf der Säule eliminiert. Durch mehrmaliges Waschen mit ethanolhaltigen 
Puffern werden Verunreinigungen und die DNase von der Membran gewaschen. An-
schließend wird die RNA in RNase-freiem Wasser eluiert. 
Die Menge und Reinheit der isolierten RNA wurde anschließend durch Messung am 
Nanodrop-Spektrophotometer (Thermo Scientific) überprüft. Die RNA wurde bei -70°C 
gelagert oder direkt in cDNA umgeschrieben (s. Kap. 5.1.2). 
 
5.1.2 Reverse Transkription von mRNA in cDNA 
 
Um eine geeignete DNA-Vorlage, das so genannte Template, für PCRs durch die Taq-DNA-
Polymerase zu erhalten, muss die RNA revers in DNA transkribiert werden. Hierfür wurde 
eine retrovirale reverse Transkriptase verwendet, die an einzelsträngige RNA-Moleküle einen 
komplementären DNA-Strang (complementary oder copy Strang, cDNA) synthetisiert.  
Als Primer für die reverse Transkription wurden random hexamers verwendet, die sich an 
vielen Stellen der RNA anlagern können. Für die Erststrang-cDNA-Synthese wurden 500 ng 
RNA, 2 μl random hexamers (10 pmol/μl), 1 µl 10 mM dNTP-Mix und A. bidest (ad 12 µl) 
vermengt. Der Ansatz wurde für 5 min auf 65°C erhitzt, so dass durch Selbstanlagerung 





entstandene Sekundärstrukturen der RNA aufgebrochen wurden, und dann sofort für 
mindestens 2 min auf Eis gestellt, damit die Strukturen entfaltet blieben. Danach wurden 4 µl 
5 x First-Strand Buffer, 2 µl 0,1 M DTT und 1 µl RNaseOUTTM Recombinant Ribonuclease 
Inhibitor zugefügt. Der Ansatz wurde gut gemischt und für 2 min bei 42°C inkubiert. 
Anschließend wurde zu dem Ansatz 1 µl SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen) 
hinzugefügt und es erfolgten Inkubationen für 10 min bei 25°C, 50 min bei 42°C und 15 min 
bei 70°C zum Stoppen der Reaktion. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert. 
 
5.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde photometrisch am Nanodrop-Spektro-
photometer (Thermo Scientific) gemessen. Nukleinsäuren besitzen ein Absorptionsmaximum 
bei 260 nm. Durch Messung der optischen Dichte (OD) bei dieser Wellenlänge kann die 
Konzentration einer Nukleinsäure-Lösung bestimmt werden. Ein Absorptionswert OD260nm 
von 1 entspricht 50 μg/ml doppelsträngiger DNA, 40 μg/ml einzelsträngiger DNA/RNA und 
33 μg/ml einzelsträngiger Oligonukleotide (Sambrook & Russell, 2001). Die Reinheit der 
Nukleinsäure-Lösung wird durch Bestimmung des Verhältnisses vom OD260nm zum OD280nm-
Wert geprüft, da aromatische Aminosäuren ein Absorptionsmaximum bei 280 nm aufweisen. 
Der Quotient OD260nm/OD280nm beträgt für reine Nukleinsäuren 1,8. Ist der Wert geringer als 
1,7, weist das auf eine Proteinverunreinigung hin. Bei einer reinen RNA-Präparation ist der 
Quotient ≥ 2,0 (Sambrook & Russell, 2001). 
 
5.1.4 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Bei der PCR handelt es sich um eine von Mullis und Faloona (1987) eingeführte in-vitro 
Technik, mit der gezielt DNA-Abschnitte, die von bekannten DNA-Sequenzen flankiert 
werden, vervielfältigt werden können. Hierfür benötigt man kurze, einzelsträngige DNA-
Fragmente, so genannte Oligonukleotide (Primer), die komplementär zur DNA-Matrize 
(Template) sind. Eine DNA-Polymerase, meist die hitzestabile Taq-DNA-Polymerase aus 
dem Bakterium Thermus aquaticus, verlängert unter bestimmten Reaktionsbedingungen und 
in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) die Primer entsprechend der 
einzelsträngigen, durch Hitze denaturierten DNA-Matrize. So wird neue, doppelsträngige 
DNA synthetisiert, dessen Sequenz komplementär zum Template ist.  
Der zyklische Temperaturwechsel von 95°C (Denaturierung), 45-65°C (Annealing oder 
Primer-Hybridisierung) und 72°C (Primer-Extension) ermöglicht die exponentielle Verviel-
fältigung des DNA-Abschnitts. Im Allgemeinen werden 25 bis 35 Zyklen durchgeführt um 





eine optimale Ausbeute zu erreichen. Verschiedene Geräte für die Steuerung der 
Temperaturzyklen, so genannte Thermocycler oder PCR-Maschinen, ermöglichen die 
Automatisierung der PCR. 
Als Ausgangsmaterial für die PCR-Reaktionen wurde genomische DNA, Plasmid-DNA, BAC-
DNA oder cDNA eingesetzt. Der in dieser Arbeit verwendete Standard-PCR-Ansatz (s. Tab. 
5.1) hat ein Volumen von 25 μl. Im Allgemeinen wurde ein „touch down“-Programm 
verwendet, bei dem die Annealing-Temperatur im ersten Zyklus um 6°C und im zweiten 
Zyklus um 3°C höher liegt als die errechnete Annealing-Temperatur des Primerpaares. Erst 
ab dem dritten Zyklus wurde das Annealing bei der optimalen Temperatur durchgeführt (s. 
Tab. 5.2). Dieses Programm soll die unspezifische Anlagerung der Oligonukleotide an die 
Ausgangs-DNA verhindern und somit die Amplifikation von unerwünschten Nebenprodukten 
vermeiden. Die Annealing-Temperatur wurde aufgrund der Primersequenzen nach der 2 + 4 
Regel berechnet, wonach Adenin und Thymin 2°C und Cytosin und Guanin 4°C zählen. Die 
aus der Primersequenz resultierende Summe minus 5°C ergibt die ungefähre Annealing-
Temperatur. Die Taq-DNA-Polymerase hat eine DNA-Synthese-Geschwindigkeit von etwa 
1.000 Basen/min, so dass die Primer-Extension einer PCR-Reaktion der erwarteten Produkt-
länge entsprechend angepasst werden muss. 
Zum Nachweis der PCR-Produkte wurden diese in einem Agarosegel (1,5 %ig in 1 x TBE-
Puffer) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit hängt von der Länge 
der DNA-Fragmente, der Konzentration der Agarose im Gel und der angelegten Spannung 
ab. Die Färbung erfolgte mit dem interkalierenden Acridinfarbstoff Ethidiumbromid, der sich 
zwischen die einzelnen Basenpaare der DNA einlagert. Bei Bestrahlung des Gels mit UV-
Licht (366 nm) wurden die Amplifikate sichtbar gemacht und deren Länge durch den 
Vergleich mit einem Längenstandard abgeschätzt. 
 
Tab. 5.1: Standard-PCR-Ansatz 
 Mengenangaben der PCR-Komponenten Endkonzentration 
2,5 µl 10 x PCR-Puffer (200 mM TrisHCl pH 8,4, 
500 mM KCl) 
1 x 
0,75 µl MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 
0,5 µl dNTPs (je 10 mM) 0,2 mM je dNTP 
0,2 µl Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl) 1 U in 25 µl 
1,0 µl F-Primer (10 pmol/µl) 0,4 pmol/µl 
1,0 µl R-Primer (10 pmol/µl) 0,4 pmol/µl 
PCR-Mix 
H2O ad 23,5 µl  
DNA 1,5 µl (20 ng/µl) 1,2 ng/µl 
Endvolumen 25,0 µl  





Tab. 5.2: Thermocycler-Programm für Standard-PCR 
Wiederholung Temperatur Dauer Reaktion 
1 x 95°C 5 min Initiale Denaturierung 
95°C 30 sec Denaturierung 
x* + 6°C 30 sec Primer-Annealing 
1 x 
72°C 30-90 sec Primer-Extension  
95°C 30 sec Denaturierung 
x* + 3°C 30 sec Primer-Annealing 
1 x 
72°C 30-90 sec Primer-Extension 
95°C 30 sec Denaturierung 
x* 30 sec Primer-Annealing 
25-35 x 
72°C 30-90 sec Primer-Extension 
1 x 72°C 7 min Finale Primer-Extension 
1 x 4°C ∞ Lagerung 
*x = errechnete Annealing-Temperatur 
 
5.1.5 Aufreinigung von PCR-Produkten 
5.1.5.1 Aufreinigung von PCR-Produkten aus Reaktionsansätzen 
 
PCR-Produkte mit einer Größe von 50 bp bis 5 kb wurden mit Hilfe des illustra GFXTM PCR 
DNA and Gel Band Purification Kits (GE Healthcare) aufgereinigt. Bei diesem System wird 
die spezifische Eigenschaft von DNA genutzt, in Gegenwart hoher Konzentrationen 
chaotroper Salze an eine Silica-basierte Membran zu binden. Salze, überschüssige Primer 
und dNTPs werden durch einen Waschpuffer von der membrangebundenen DNA entfernt. 
Die DNA kann anschließend mit Wasser oder 10 mM Tris-Puffer (pH 8,5) eluiert werden. 
  
5.1.5.2 Aufreinigung von PCR-Produkten aus Agarosegelen 
 
Sollte nur ein bestimmtes DNA-Fragment aus einem Restriktionsverdau analysiert werden 
oder im Falle, dass die PCR unerwünschte Nebenprodukte lieferte, wurde der gesamte 
Ansatz über ein Agarosegel aufgetrennt. Die mit Ethidiumbromid markierte DNA wurde unter 
UV-Licht bei 366 nm sichtbar gemacht und die gewünschten Fragmente mit einem Skalpell 
ausgeschnitten. Anschließend wurden die Gelstücke in Capture-Buffer aufgenommen, bei 
65°C aufgekocht und mit Hilfe des illustra GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kits 
(GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers extrahiert. 





5.1.6 Automatische, nicht-radioaktive Sequenzanalyse von DNA 
 
Zur Ermittlung der Nukleotidabfolge wurde das Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. 
(1977) angewendet. Hierbei werden neben Standard-dNTPs und nur einem Sequenzier-
Primer, fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) für die PCR (Cycle-
Sequenzier-Reaktion) eingesetzt. Die ddNTPs führen zum Abbruch der Synthese, da sie 
keine 3‘-OH-Gruppe tragen, welche für die Kondensation mit dem Phosphat des nächsten 
dNTPs nötig ist. Die Produkte aller vier Kettenabbruchreaktionen können anhand der 
spezifischen Emissionscharakteristika der vier verschiedenen fluoreszenzmarkierten Termi-
nationsnukleotide unterschieden werden. Die Sequenzanalyse wurde auf einem DNA-
Sequenzier-Automaten (Applied Biosystems 3100) durchgeführt. Das Gerät besteht aus 
einem 16-Kapillar-Elektrophorese-Modul und einer Analyseeinheit. Bei der Elektrophorese 
werden die fluoreszenzmarkierten Reaktionsprodukte ihrer Größe nach aufgetrennt, beim 
Durchlaufen einer Laserschranke detektiert und automatisch analysiert. Die Auswertung 
erfolgte mit den Programmen Sequencing Analysis, Chromas und SeqManII. 
Von den aufgereinigten PCR-Produkten wurde jeweils 50 ng in der Sequenzier-Reaktion (s. 
Tab. 5.3) eingesetzt. Anschließend wurde die Sequenzier-Reaktion im Thermocycler (PTC-
200, MJ Research) durchgeführt (s. Tab. 5.4). 
 
 Tab. 5.3: Reaktionsansatz für die nicht-radioaktive Sequenzanalyse 
Verwendete PCR-Reagenzien Mengenangaben der PCR-Komponenten 
5 x Sequenzier-Puffer 4,0 µl 
Oligonukleotid-Primer 0,5 µl (10 pmol/µl) 
DNA 50 ng 
BigDyeTerminator 1,25 µl 
H2O ad 20 µl 
 
Tab. 5.4: Cycle-Sequenzier-Reaktion 
Wiederholung Temperatur Dauer Reaktion 
1 x 94°C 5 min Initiale Denaturierung 
96°C 12 sec Denaturierung 
50°C 5 sec Primer-Annealing 
25 x 
60°C 4 min Primer-Extension mit Abbrüchen 
1 x 60°C 20 min Finale Primer-Extension mit Abbrüchen 
1 x 4°C ∞ Lagerung 
 





Nach der Sequenzier-Reaktion wurden die Proben über DyeExTM 2.0 Säulen (Qiagen) 
aufgereinigt, in Hi-DiTM-Formamid 1:10 verdünnt und anschließend im DNA-Sequenzier-
Automaten analysiert. 
 
5.1.7 Multiple Tissue Expression (MTE) Array 3 
 
Um die Expression des P2RY5-Gens in vielen verschiedenen Geweben mit einer einfachen 
und schnellen Methode zu untersuchen, wurde ein Expression-Array (Multiple Tissue 
Expression [MTE] Array 3) von der Firma BD Biosciences verwendet. Hierbei handelt es sich 
um eine positiv geladene Nylon-Membran, auf welche poly A+ RNA von 75 verschiedenen 
humanen Geweben und acht verschiedene Kontroll-RNAs und DNAs punktförmig auf-
getragen und immobilisiert wurden. Mit dem Array können sowohl Aussagen über die 
Expression eines Gens in verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien gemacht 
werden als auch über die relativen mRNA-Mengen in den entsprechenden Geweben. 
Da G-Protein-gekoppelte Rezeptoren einige konservierte Domänen enthalten und die 
Mitglieder einer Untergruppe, wie z. B. die der LPA-Rezeptoren, mitunter eine sehr hohe 
Sequenzhomologie aufweisen können, wurde mit verschiedenen Sonden gearbeitet, die 
verschiedene Bereiche des Gens abdecken. Die Sonden wurden des Weiteren in der NCBI 
Datenbank geblastet, um eine hohe Spezifität zu gewährleisten und somit eine Anlagerung 
an ähnliche Sequenzen zu vermeiden. 
Die Herstellung der radioaktiv markierten Sonden (Primer für Sonden s. Anhang Tab. 12.1.6) 
erfolgte mit dem Amersham MegaprimeTM DNA Labeling System (GE Healthcare) nach 
Anleitung des Herstellers. Hierbei wurden zunächst 5 µl der Ausgangs-DNA (5 ng/µl) und 
5 µl Primer (10 pmol/µl) denaturiert. Anschließend wurden 16 µl H2O, 5 µl Reaktionspuffer, 
2 µl Enzym (DNA polymerase 1 Klenow fragment), 5 µl radioaktiv markierte α-32P-Nukleotide 
(hier CTP) und jeweils 4 µl der entsprechenden anderen, unmarkierten Nukleotide zu-
gegeben und für 10 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 µl 0,2 M 
EDTA gestoppt und der Reaktionsansatz im Anschluss über eine Sephadex G-50-Säule 
aufgereinigt, um überschüssige Nukleotide zu entfernen. 
Für die Hybridisierung der Sonden wurde der Array mit 10 ml 50-60°C warmer BD 
ExpressHybTM Hybridisation-Solution, zu welcher 1,5 mg durch Hitze denaturierte Lachs-
Testis-DNA zugefügt wurden, in ein Hybridisierungsgefäß gegeben und für 30 min bei 65°C 
prähybridisiert. Derweil wurde die radioaktiv markierte Sonde mit 30 µg Cot-1 DNA, 150 µg 
Lachs-Testis-DNA und 50 µl 20 x SSC gemischt und zu einem Endvolumen von 200 µl mit 
H2O aufgefüllt. Das Gemisch wurde für 5 min bei 95°C denaturiert. Nach Entfernen der 





Prähybridisierungslösung wurde das auf 68°C vorgewärmte Gemisch zu 15 ml frischer BD 
ExpressHybTM Hybridisation-Solution gegeben und der Array ü. N. hybridisiert. 
Anschließend wurde die Hybridisierungslösung entsorgt und der Array unter stringenten 
Bedingungen für 20 min bei 65°C gewaschen (fünfmal mit 200 ml Waschlösung 1 [2 x SSC, 
1 % SDS] und zweimal für 20 min bei 55°C mit 200 ml der Waschlösung 2 [0,1 x SSC, 0,5 % 
SDS]). Danach wurde der Array aus dem Hybridisierungsgefäß entfernt, in Folie gewickelt 
und eingeschweißt. Ein Röntgenfilm wurde aufgelegt und der Array bei -70°C bis zur 
Entwicklung, die nach wenigen Tagen stattfand, aufbewahrt. 
Zur erneuten Benutzung des Arrays können die Sonden durch so genanntes „Strippen“ 
wieder vom Blot entfernt werden. Dies geschieht durch viermaliges Waschen der Membran 
für 15 min mit 55°C warmer 0,5 %iger SDS-Lösung. Darauf wird die Membran luftblasenfrei 
in eine Folie eingeschweißt und bis zur erneuten Verwendung bei -20°C aufbewahrt. 
 
5.1.8 Klonierung von cDNA in Expressionsplasmide 
5.1.8.1 Klonierung von PCR-Produkten in pJET1.2/blunt 
 
Beim pJET1.2/blunt handelt es sich um einen linearisierten Klonierungsvektor mit „blunt 
ends“, d. h. beide Stränge sind an derselben Stelle geschnitten worden, so dass gerade 
(glatte) Enden vorliegen. Zur Generierung von PCR-Produkten für die Klonierung wurde eine 
proofreading-polymerase (Pwo Super Yield DNA Polymerase, Roche) verwendet, die sich 
durch eine 3'Æ5' Exonuklease-Aktivität auszeichnet. Diese ermöglicht es der Polymerase, 
fehlerhaft eingebaute Nukleotide zu erkennen und zu korrigieren. Da diese Polymerase 
keinen T-A-Überhang produziert, kann das PCR-Produkt direkt für die blunt-end-Ligation 
verwendet werden. 
Sollte die im pJET1.2/blunt-Vektor vorliegende „multiple cloning site“ (MCS) nicht für eine 
Umklonierung in den Expressionsvektor geeignet sein, empfiehlt es sich, die Erkennungs-
sequenz der gewünschten Restriktionsendonuklease(n) und zusätzlich noch zwei bis vier 
beliebige Basen an das 5’-Ende des F- und R-Primers anzuhängen. Dies dient dem Schutz 
der Erkennungssequenz vor evtl. vorhandenen Nukleasen und als Ansatzpunkt für die 
verwendeten Enzyme. Da die MCS des pJET1.2/blunt-Vektors nicht zur Umklonierung der 
DNA-Fragmente in den pcDNA3.1-Vektor geeignet war, wurde auch in der vorliegenden 
Arbeit dem F-Primer eine HindIII-Schnittstelle und dem R-Primer eine XhoI-Schnittstelle 
zugefügt (s. Anhang Tab. 12.1.6 und 12.1.8). Durch die Verwendung von zwei Restriktions-
enzymen, die unterschiedliche Überhänge beim Schneiden der DNA erzeugen, wurde eine 
gerichtete Ligation ermöglicht, wobei das PCR-Produkt nur in einer Orientierung in den 
Vektor ligiert werden kann. 





Die verschiedenen P2RY5-Konstrukte wurden mit den in Tab. 12.1.6 des Anhangs 
angegebenen Primern mit genomischer DNA der Betroffenen der HS-Familien 1 und 2 und 
einer Kontrolle generiert, da das P2RY5-Gen nur ein kodierendes Exon enthält. Die Proteine 
wurden sowohl N- als auch C-terminal mit dem V5-Epitop (Gly-Lys-Pro-Ile-Pro-Asn-Pro-Leu-
Leu-Gly-Leu-Asp-Ser-Thr) fusioniert, damit eine Detektion mit dem V5-Antikörper (Invitrogen) 
ermöglicht wird. Die LIPH-Konstrukte wurden künstlich über rekombinante PCRs aus 
Haarfollikel-cDNA einer gesunden Kontrollperson generiert (Primer s. Anhang Tab. 12.1.8), 
da von den Patienten keine RNA zur Verfügung stand. 
 
5.1.8.2 Umklonierung von PCR-Produkten in den pcDNA3.1/V5/His-Vektor 
 
Zur proteinbiochemischen Analyse des von der DNA kodierten Proteins muss diese vom 
Klonierungsvektor in ein Expressionsplasmid umkloniert werden, welches Promotoren für die 
Expression der DNA in Säugetier-Zellen enthält. Beim pcDNA3.1/V5/His-Vektor ist dies der 
CMV-Promotor (Zytomegalie-Virus), der eine konstitutive und starke Expression des 
Transgens gewährleistet. Im Folgenden wird der pcDNA3.1/V5/His-Vektor der Einfachheit 
halber als pcDNA3.1-Vektor bezeichnet. 
Für die Umklonierung wurden zunächst der pJet1.2-Klonierungsvektor, welcher die fehlerfrei 
subklonierte cDNA enthält, und der Expressionsvektor mit der/den gleichen Restriktions-
endonuklease/n geschnitten (s. Kap. 5.1.8.3). Danach wurden beide Plasmide auf ein 
1 %iges TBE-Agarosegel aufgetragen. Nach erfolgter Elektrophorese wurden die ge-
wünschten DNA-Banden (also das Insert des pJET1.2-Vektors und der linearisierte 
pcDNA3.1-Vektor) unter UV-Licht ausgeschnitten und aufgereinigt (s. Kap. 5.1.5.2). 
Anschließend konnten die Ligation angesetzt (s. Kap. 5.1.8.5), chemisch kompetente E. coli-
Bakterien mit dem erhaltenen Plasmid transformiert (s. Kap. 5.1.9.2) und die daraus 
resultierenden Bakterienklone mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung analysiert 
werden (s. Kap. 5.1.8.3 und 5.1.6). 
 
5.1.8.3 Enzymatische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen 
 
Für den Restriktionsverdau von doppelsträngiger DNA wurden Restriktionsendonukleasen 
vom Typ II verwendet. Diese Enzyme schneiden ein DNA-Molekül an einer spezifischen, 
palindromischen Erkennungsstelle. Der Restriktionsverdau erfolgte in der Regel mit 1 U 
Fast-Digest Enzym/μg DNA in einem vom Hersteller (Fermentas) gestellten Puffersystem 
unter den empfohlenen Temperaturbedingungen für 5 min bis 1 h. Je nach Größe des 
Inserts wurde ein Verdau von 2-8 μg DNA mit 2-8 U Enzym in einem Volumen von 20-80 μl 





durchgeführt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Vollständigkeit des Verdaus durch 
eine Agarosegel-Elektrophorese und den Vergleich mit einem DNA-Längenstandard 
überprüft. 
 
5.1.8.4 5‘-Dephosphorylierung von DNA 
 
Um eine Religation zu verhindern, müssen die 5’-Enden des linearisierten Plasmids de-
phosphoryliert werden, z. B. mit der „calf intestine alkaline phosphatase“ (CIAP, Fermentas). 
Dies ist vonnöten, wenn Plasmid und Insert nur mit einer Restriktionsendonuklease 
geschnitten wurden, wie es z. B. bei der Klonierung der murinen P2ry5-Fragmente in den 
pDELBOY-Vektor durchgeführt wurde (s. Kap. 6.8.3). Die Reaktion erfolgte mit 1 U CIAP pro 
1-20 pmol freie DNA-Enden für 30 min bei 37°C direkt im Restriktionsansatz. Es empfiehlt 
sich eine Umpufferung des Reaktionsansatzes, wenn nicht mit einem Fast-Digest Enzym 
gearbeitet wird, damit die CIAP optimal arbeiten kann. Anschließend wurde das Enzym für 
15 min bei 85°C inaktiviert und die DNA wie unter 5.1.5.1 beschrieben aufgereinigt. Alternativ 
kann die DNA mit Phenol/Chloroform extrahiert und dann mit Ethanol präzipitiert werden. 





Die T4 DNA-Ligase stammt aus dem Bakteriophagen T4 und katalysiert die Bildung von 
Phosphodiesterbindungen zwischen freien 5’-Phosphatresten und 3’-Hydroxylgruppen be-
nachbarter Nukleotide in Duplex-DNA oder RNA. Die Ligation erfolgte in einem 20 µl-Ansatz. 
Hierbei wurden zunächst 50 ng Plasmid-DNA mit der dreifachen molaren Menge an Insert-
DNA vermischt. Darauf wurden 4 µl Ligationspuffer, 0,5 µl T4 DNA-Ligase (Invitrogen) und 
die erforderliche Menge an H2O zugefügt. Der Ligationsansatz wurde für 1 h bei 25°C 
inkubiert und anschließend die Ligase durch Hitze inaktiviert (10 min bei 70°C). 
 
5.1.8.6 In-vitro Rekombination 
 
Die homologe in-vitro Rekombination stellt eine einfache und schnelle Methode dar, um zu 
überprüfen, ob ein knockout-Konstrukt funktionell ist. Hierzu wurde das entsprechende 
Plasmid zunächst durch einen Restriktionsverdau linearisiert und anschließend einem CRE-
Rekombinase-Verdau für 1 h bei 37°C unterzogen (s. Tab. 5.5). Um kontrollieren, ob das zu 
deletierende Gen durch homologe Rekombination aus dem Konstrukt herausgeschnitten 





wurde, wurden zu unterschiedlichen Zeiten Aliquots aus dem Rekombinase-Verdau ent-
nommen und das Enzym durch Phenol-Chloroform-Aufreinigung entfernt. Die aufgereinigten 
Produkte wurden dann auf ein 0,5 %iges TBE-Agarosegel aufgetragen und mittels Elektro-
phorese ihrer Größe nach aufgetrennt. 
 
Tab. 5.5: CRE-Rekombinase-Verdau 
Verwendete Reagenzien Mengenangaben der Komponenten 
10 x CRE-Puffer* 6,0 µl 
linearisierte DNA 1,8 µg 
CRE-Rekombinase 0,5 µg 
H2O ad 60 µl 
*10 x CRE-Puffer: 330 mM NaCl, 100 mM MgCl2, 500 mM Tris-Cl, pH 7,5 
 
5.1.9 E. coli: Kultivierung, Transformation und Lagerung 
5.1.9.1 Herstellung von chemisch kompetenten E. coli 
 
Zur Herstellung von chemisch kompetenten E. coli wurde eine Bakterienkultur in Antibiotika-
freiem LB-Medium bis zu einer OD600nm von 0,5 gezüchtet. Die Kultur wurde 10 min auf Eis 
inkubiert, für 15 min bei 4°C und 4.000 rpm zentrifugiert und der Überstand entfernt. Nach 
Resuspension des Pellets mit 15 ml eiskaltem TfBI-Puffer wurden die Bakterien erneut 
10 min auf Eis inkubiert und für 15 min bei 4°C und 4.000 rpm zentrifugiert. Schließlich 
wurde das Pellet mit 2 ml eiskaltem TfBII-Puffer resuspendiert, aliquotiert und bei -70°C 
gelagert. 
 
5.1.9.2 Transformation von E. coli durch Hitzeschock 
 
Die Einschleusung der zu replizierenden Plasmid-DNA in E. coli erfolgte durch eine 
Transformation mittels Hitzeschock. Hierfür wurden die bei -70°C gelagerten 100 µl-Aliquots 
der chemisch kompetenten E. colis auf Eis aufgetaut und anschließend ca. 1-2 µl des 
Ligationsansatzes unter vorsichtigem Rühren mit der Pipettenspitze zugegeben. Die 
Bakterien verblieben für 30 min auf Eis, so dass sich die Plasmid-DNA an die Zellmembran 
anlagern konnte. Dann wurden sie für 30 sec in ein 42°C warmes Wasserbad gegeben, was 
zur Destabilisierung der Zellmembran und zum Eindringen der Plasmide in die Zelle führte. 
Anschließend wurden die Bakterien direkt wieder auf Eis gestellt, damit die DNA im Inneren 
der Bakterien verblieb. Nach Zugabe von 300 µl SOC-Medium wurden die Bakterien für 1 h 
bei 37°C horizontal geschüttelt. Hinterher wurden unterschiedliche Mengen an Bakterien-





suspension auf vorgewärmte LB-Platten, welche das entsprechende Selektionsmedium 
enthalten, ausplattiert und für 12 bis 16 h bei 37°C inkubiert. Bis zum Picken der Kolonien 
können die Platten mit Parafilm umschlossen bei 4°C bis zu mehreren Wochen gelagert 
werden. 
 
5.1.9.3 Selektion von Bakterienklonen  
 
Zur Selektion einzelner Bakterienklone wurde mit einer 10 μl-Pipettenspitze eine Kolonie in 
eine 15 ml Zentrifugenröhre mit 5 ml LB-Medium inklusive entsprechendem Selektions-
antibiotikum überführt. Die Flüssigkultur wurde für 12 bis 16 h unter Schütteln bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurde ein Glycerol-Stock der Bakterienkultur zur Langzeitlagerung 
angelegt (s. Kap. 5.1.9.4). Mit der restlichen Bakteriensuspension wurde eine Plasmid-DNA-
Präparation durchgeführt (s. Kap. 5.1.10) und die Plasmide daraufhin analysiert. 
 
5.1.9.4 Einfrieren und Auftauen von E. coli 
 
Aus einer frischen Bakterienkultur wurden 500 µl entnommen und mit 500 µl 85 %igem 
Glycerol vermischt. Der so gewonnene Glycerol-Stock wurde bei -70°C gelagert. Zusätzlich 
wurden 750 µl Bakteriensuspension entnommen und mit 250 µl 85 %igem Glycerol versetzt. 
Dieser Glycerol-Stock wurde bei -20°C gelagert. 
Zum Auftauen wurde mit einer Pipettenspitze etwas Medium vom gefrorenen Bakterien-
stamm abgekratzt und in LB-Medium mehrfach auf- und abpipettiert. Nach Zugabe des 
entsprechenden Selektionsantibiotikums wurden die Bakterien bei 37°C ü. N. vermehrt. 
 
5.1.10 Plasmid-DNA-Präparation aus E. coli 
 
Allen angewendeten Präparationsverfahren liegt eine alkalische Lyse der Bakterien 
zugrunde. Die Methoden machen sich im Weiteren zunutze, dass die genomische Bakterien-
DNA mit der Zellwand verhaftet bleibt und durch Zentrifugation und/oder Filtration von der 
frei in Lösung befindlichen Plasmid-DNA getrennt werden kann. 
 
5.1.10.1 Mini-, Midi- und Maxi-Plasmid-Präparation 
 
Die Mini-Plasmid-Präparationen wurden mit 2 ml frischer Bakterienkultur unter Verwendung 
des GeneJETTM Plasmid Miniprep Kits von Fermentas nach Anleitung des Herstellers 
durchgeführt. Analog wurden die Midi-Plasmid-Präparationen mit 50 ml Bakterienkultur und 





dem PureLinkTM HiPure Plasmid Midiprep Kit von Invitrogen und Maxi-Plasmid-Präparationen 





Bei der BAC (Bacterial Artificial Chromosome)-Plasmid-Präparation ist vorsichtiges Arbeiten 
besonders wichtig, da BAC-DNA – bedingt durch ihre Größe von etwa 150 kb – besonders 
anfällig für Beschädigung ist. Jegliches unnötige Pipettieren, Vortexen und Mischen ist zu 
vermeiden. Die Spitzen der Pipetten wurden abgeschnitten, um die Scherkräfte so gering wie 
möglich zu halten. Es wurde wie folgt vorgegangen: 
- Eine Bakterienkultur wird in 250 ml LB-Medium ü. N. gezüchtet und durch 15-
minütige Zentrifugation bei 4.000 rpm (4°C) pelletiert. 
- Resuspension des Pellets in 20 ml BAC-Lösung I; dann 5 min bei RT stehen lassen. 
- 40 ml BAC-Lösung II langsam und unter vorsichtigem Schwenken zufügen, erneut 
5 min bei RT stehen lassen. 
- 30 ml BAC-Lösung III langsam und unter vorsichtigem Schwenken zufügen, 15 min 
auf Eis inkubieren (es entstehen weiße Präzipitate). 
- 20 min bei 4.000 rpm (4°C) zentrifugieren und den Überstand durch 5 Lagen 
Mullbinde filtrieren. 
- Das Filtrat erneut 20 min bei 4.000 rpm (4°C) zentrifugieren. Den Überstand durch 
einen Faltenfilter filtrieren und in ein neues Gefäß überführen. 
- 45 ml Isopropanol unter vorsichtigem Schwenken zufügen und die Lösung in eine 
Zentrifugenröhre geben. Zentrifugation für 15 min bei 4.000 rpm. 
- Den Überstand verwerfen und das Pellet durch vorsichtiges Schwenken in 9 ml 
10 mM Tris/ 50 mM EDTA (auf 37°C vorgewärmt) resuspendieren. 
- Die Lösung in eine 50 ml Zentrifugenröhre überführen, 4,5 ml 7,5 M KAc zufügen und 
mischen. 
- Inkubation für 30 min bei -70°C. 
- Lösung bei RT auftauen und 10 min bei 4.000 rpm zentrifugieren. 
- Den Überstand zu 27 ml 100 %igem Ethanol zufügen und schwenken, bis die Phasen 
gemischt sind. 
- Erneut 10 min bei 4.000 rpm zentrifugieren, den Überstand verwerfen und das Pellet 
in 700 µl 50 mM Tris/50 mM EDTA resuspendieren. 
- 10 µl RNase A (10 mg/ml) zufügen und 60 min bei 37°C inkubieren. 





- DNA-Lösung in 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführen und 700 µl Phenol:Chloro-
form:Isoamylalkohol im Verhältnis 25:24:1 hinzufügen. Schwenken, bis die Phasen 
gemischt sind. 
- 5 min bei 13.000 rpm zentrifugieren und obere Phase in frisches Eppendorf-Gefäß 
geben. 
- Erneut 700 µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol hinzufügen, mischen und 5 min bei 
13.000 rpm zentrifugieren. Obere Phase in frisches Eppendorf-Gefäß überführen. 
- 700 µl Chloroform zur Plasmid-Lösung geben, 5 min zentrifugieren und obere Phase 
in frisches Eppendorf-Gefäß überführen. 
- 700 µl Isopropanol zufügen, 20 min zentrifugieren und den Überstand verwerfen. 
- 500 µl 70 %igen Ethanol zum Pellet geben, 5 min zentrifugieren und den Überstand 
entfernen. 
- Pellet ca. 30 min trocknen lassen und in 100 µl TE pH 8,0 resuspendieren. 
 
5.2 Zellbiologische Methoden 
5.2.1 Kultivierung von adhärent wachsenden Mammalia-Zellen 
 
COS7-Zellen und Flp-In-CHO-Zellen stellten sich zur Durchführung funktioneller Analysen 
des P2Y5-Rezeptors als sehr geeignet heraus. Es handelt sich hierbei um adhärent 
wachsende Mammalia-Zellen, die verschiedenen Organismen (Affe, Hamster) entstammen. 
Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank in sterilen Zellkulturflaschen 
oder -schalen. Allgemein wurden im Umgang mit Mammalia-Zellen nur sterile Gebrauchs-
gegenstände verwendet und es wurde ausschließlich an der Sterilbank gearbeitet, um einer 
Kontamination durch Bakterien und Pilze so weit wie möglich vorzubeugen. Als Medium 
wurde DMEM oder F12 verwendet, welches mit 10 % fetalem Kälberserum (FKS) versetzt 
wurde, um den Nährstoffbedarf der Zellen zu decken. Die Medien sind mit einem pH-
Indikator versetzt, so dass sich die Notwendigkeit eines Mediumwechsels durch einen 
Farbumschlag vom rötlichen ins gelbliche andeutet. Das Splitten der Zellen erfolgte in 
Abhängigkeit von der Zellteilungsrate ein- bis zweimal pro Woche in einem Verhältnis von 
1:2 bis 1:10. Hierbei wurden die Zellen durch Trypsinierung von der Oberfläche der 
Kulturschale oder -flasche gelöst, durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und auf weitere 
Zellkulturgefäße aufgeteilt. Nach Möglichkeit wurde ohne Antibiotika oder Fungizide 
gearbeitet, ggfs. können auch Penicillin/Streptomycin und Amphotericin B zur Kontamina-
tionsvorbeugung zugesetzt werden. 





Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen in 90 % FKS und 10 % DMSO langsam eingefroren 
und in flüssigem Stickstoff
 
aufbewahrt, woraus sie jederzeit wieder in Kultur genommen 
werden können. 
 
5.2.2 Kultivierung von Zellen als Suspensionskultur 
 
Aus Heparin-Blut von Patienten und Kontrollen wurden immortalisierte Lymphozyten-
Kulturen angelegt (Ausubel et al., 2001). Hierbei wurden die Lymphozyten durch in-vitro 
Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus zur permanenten Vermehrung angeregt (Henle et al., 
1967). Die Zellen sind nicht adhärent, sondern liegen als Suspensionskultur vor und wurden 
in RPMI 1640-Medium (s. Kap. 4.4) kultiviert. Es wurde ein- bis zweimal wöchentlich frisches 
Medium zugegeben, bis eine ausreichend hohe Zelldichte erreicht war. Anschließend 
wurden die Zellen zur DNA-, RNA- oder Protein-Isolation geerntet. 
 
5.2.3 Transiente Transfektion von Mammalia-Zellen 
 
Um die gewünschten Proteine in Säugetier-Zellen zu exprimieren, wurde zumeist eine 
transiente Transfektion durchgeführt. Für Western-Blot- und pharmakologische Analysen 
wurde das LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent (Invitrogen) verwendet, für 
Immunfluoreszenz-Analysen das FuGENE HD Transfection Reagent (Roche), da es sich als 
zellschonender herausstellte. Beide Transfektions-Reagenzien basieren auf Lipid-Lösungen, 
welche mit der DNA Komplexe bilden, die dann in die Zielzellen aufgenommen werden. 
 
5.3 Immunologische und proteinbiochemische Methoden 
5.3.1 Immunfluoreszenz-Analyse 
 
Bei der Immunfluoreszenz handelt es sich um eine sehr sensitive Methode, die eine 
subzelluläre Lokalisation von Proteinen mittels Fluoreszenz-Mikroskopie ermöglicht. Durch 
die Verwendung von unterschiedlichen Fluorochromen kann die Kolokalisation von ver-
schiedenen Proteinen dargestellt werden. Die Immunfluoreszenz-Analyse wurde wie folgt 
durchgeführt: 
- 24 h nach einer transienten Transfektion werden die Zellen auf kleine Glasplättchen 
gesplittet, die zuvor am Bunsenbrenner abgeflämmt wurden.  
- Nach einer erneuten 24-stündigen Wachstumsphase werden die Zellen mit PBS ge-
waschen und durch 5-minütige Inkubation in eiskaltem Aceton/Methanol im Verhältnis 





1:1 fixiert. Nachdem die Fixierlösung entfernt wurde und die restliche Lösung 
verdampft ist, werden die Zellkulturschalen mit Parafilm umwickelt und bei -20°C 
eingefroren oder direkt für die Immunfluoreszenz-Analyse verwendet. 
- Ein Deckgläschen mit Zellen wird zunächst für 5 min in PBS gewaschen, danach für 
10 min in PBS + 1 % TritonX inkubiert um die Zellmembran zu permeabilisieren und 
anschließend für 30 min in PBS + 3 % BSA inkubiert, um die Proteine abzusättigen 
und eine unspezifische Bindung der Antikörper zu verhindern. 
- Die Inkubation mit dem Primärantikörper erfolgt in PBS + 3 % BSA mit folgender 
Verdünnung: anti-V5 1:500, anti-PDI 1:250, anti-pan-Cadherin 1:250 (s. Tab. 4.1). 
- Durch dreimaliges Waschen in PBS wird überschüssiger Primärantikörper entfernt. 
- Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper erfolgt für 1 h in PBS + 3 % BSA in 
folgender Verdünnung: Cy3-anti-Maus IgG 1:1.000, FITC-anti-Kaninchen IgG 1:1.000 
(s. Tab. 4.2). 
- Danach wird das Deckgläschen dreimal für 5 min und zweimal für 20 min in PBS 
gewaschen und anschließend in 10 µl Einbettmedium mit/ohne DAPI 1:5 (Vektor-
shield) eingedeckelt. 
- Die mikroskopische Auswertung erfolgt an einem Axioplan 2 (Zeiss). Die Aufnahmen 




Bei der Western-Blot-Analyse werden Proteine nach erfolgter SDS-PAGE elektrophoretisch 
aus dem Gel auf eine Trägermembran übertragen (z. B. aus PVDF oder Nitrozellulose, 
welche sich besonders gut für kleine Proteine eignet). Anschließend können die zu unter-
suchenden Proteine durch Antikörper markiert und mittels unterschiedlicher Reaktionen 
nachgewiesen werden (z. B. durch Farb- oder Chemilumineszenzreaktion). 
 
5.3.2.1 Herstellung von Zelllysaten aus Zellkultur für Western-Blot-Analysen 
 
Zur Herstellung von Zelllysaten für Western-Blot-Analysen wurden die Zellen ein bis zwei 
Tage nach erfolgter Transfektion mit PBS gewaschen und mit einem Zellschaber aus der 
Zellkulturschale herausgekratzt. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 10.000 rpm wurde der 
Überstand verworfen, das Zellpellet in einem angemessenen Volumen RIPA-Puffer auf-
genommen und für ca. 1 min im Ultraschallbad lysiert. Anschließend wurde das Zelllysat für 
5 min bei 90°C denaturiert und dann bei -20°C eingefroren oder direkt für Western-Blot-
Analysen benutzt. 





5.3.2.2 Diskontinuierliche sodium dodecyl sulfate-PAA-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) 
 
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte 
unter denaturierenden Bedingungen mittels 4-12 %igen Bis-Tris NuPAGE® Gradienten-Gelen 
(Invitrogen). Die Proteine wurden mit 4 x NuPAGE® Sample Buffer und 10 x NuPAGE® LDS 
Sample Reducing Agent vermischt und 5 min bei 90°C denaturiert. Die gelelektrophoretische 
Auftrennung fand in einer XCell Sure LockTM-Kammer (Invitrogen) statt. Zur Kontrolle der 
Elektrophorese und des anschließenden Elektrotransfers der Proteine auf eine PVDF- oder 
Nitrozellulose-Membran wurde zusätzlich zum MagicMarkTM XP Western Protein Standard 
der colorimetrische Marker SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard (beide von Invitrogen) auf 
das Gel aufgetragen. Nach Gelelektrophorese und Blotting (s. Kap. 5.3.2.4) wurden die 
Proteine durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen. 
 
5.3.2.3 Coomassie-Färbung von SDS-PAA-Gelen 
 
Nach der Elektrophorese können Proteine mittels Coomassie-Färbung direkt im SDS-PAA-
Gel sichtbar gemacht werden. Hierfür wurde das Gel in Proteinfärbelösung gegeben und für 
ca. 1 min in der Mikrowelle erhitzt, bis die Lösung gerade zu kochen anfing. Das Gel wurde 
unter Schütteln für 10 bis 15 min bei RT inkubiert. Danach wurde es kurz in H2O gespült, in 
Entfärbelösung wieder für 1 min in der Mikrowelle erhitzt und für 15 min bei RT geschüttelt. 
Der letzte Schritt wurde so oft wiederholt, bis der gewünschte Entfärbegrad erreicht und 
distinkte Banden sichtbar waren. Nach dem Entfärben wurden die Gele getrocknet. Die 
untere Nachweisgrenze für Proteine liegt bei dieser Methode bei etwa 250 ng Protein pro 
Bande. 
 
5.3.2.4 Proteintransfer auf Polyvinylidendifluorid (PVDF)- oder Nitrozellulose-
Membran 
 
Nach erfolgter SDS-Page wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer entfernt und eine 
PVDF- oder Nitrozellulose-Membran luftblasenfrei aufgelegt. Bei Verwendung einer PVDF-
Membran musste diese vor Gebrauch in Methanol aktiviert und in Transfer-Puffer äquilibriert 
werden. Das Gel und die Membran wurden zwischen zwei Blotting-Papiere und zwei 
Blotting-Schwämme gelegt und anschließend das gesamte Sandwich in die Elektrotransfer-
Apparatur eingelegt (XCell II Blot Module, Invitrogen). Nach einstündigem Elektrotransfer bei 
200 V wurde die Membran kurz in H2O gewaschen und dann direkt für die Immunreaktion 
eingesetzt.  





5.3.2.5 Immunreaktion nach dem Chemilumineszenz-Verfahren 
 
Für die Immunreaktion wurde ein selbst etabliertes Protokoll verwendet, welches sich aus 
einem Standard Western-Blot-Protokoll und dem WesternBreeze® Chemiluminescent 
Immunodetection System von Invitrogen zusammensetzt. Unter diesen Bedingungen war 
das P2Y5-Protein am besten nachzuweisen. Andere Puffer, verschiedene Magermilch- und 
BSA-Konzentrationen, der Zusatz von Detergenzien und unterschiedliche Inkubationszeiten 
und -temperaturen führten zu keiner weiteren Verbesserung der Darstellung der P2Y5-
Proteine bei den Western-Blot-Analysen. 
Nach Absättigung der unspezifischen Bindungsstellen durch einstündige Inkubation der 
Membran in Blocklösung (PBST + 3 % Magermilch) wurde diese für 1 h mit dem Primär-
antikörper in Blocklösung inkubiert (Verdünnungsfaktor s. Tab. 4.1). Nach viermaligem 
Waschen in Antikörper-Waschlösung (Antibodywash, WesternBreeze® Kit) für je 5 min wurde 
die Membran für 1 h in der Sekundärantikörper-Lösung (Secondary Antibody Solution, 
WesternBreeze® Kit) inkubiert, welche alkalische Phosphatase-konjugierte Sekundär-
antikörper (entweder gegen Maus-, Kaninchen- oder Ziegen-IgG) enthält. Danach wurde die 
Membran erneut dreimal für 5 min und zweimal für 20 min in Antikörper-Waschlösung 
gewaschen, kurz in H2O geschwenkt und anschließend die Chemilumineszenz-Reaktion mit 
1,9 ml Substrat (WesternBreeze® Kit) durchgeführt. Die Membran wurde im Anschluss in 
eine Klarsichtfolie eingeschlagen und ein Röntgenfilm für fünf bis 20 min aufgelegt. 
 
5.3.3 In-vitro Transkription/Translation 
 
Die in-vitro Transkription und Translation wurde mit dem TNT® T7 Quick Coupled 
Transcription/Translation System (Promega) durchgeführt. Es handelt sich hierbei um ein 
zellfreies System, welches eine Kombination aus einer Retikulozyten-Lysat-Lösung mit RNA-
Polymerase, Nukleotiden, Salzen und einem Ribonuklease-Inhibitor darstellt. Hierbei wird die 
gekoppelte Transkription und Translation von Genen ermöglicht, deren cDNA hinter einen 
T7- oder SP6-RNA-Polymerase-Promotor kloniert wurden. Wenn keine RNA bzw. cDNA von 
den zu untersuchenden Individuen zur Verfügung stand, so wurde alternativ mit PCR-
Produkten gearbeitet, deren F-Primer mit der T7-Promotor-Sequenz fusioniert wurde (s. 
Anhang Tab. 12.1.6). Das ist in diesem Fall möglich, weil das P2RY5-Gen aus nur einem 
kodierenden Exon besteht und somit keine Introns die kodierende Sequenz unterbrechen. 
Für den Assay wurden alle Reagenzien auf Eis aufgetaut und anschließend die Reaktions-
ansätze zusammen pipettiert (s. Tab. 5.6). 
 





Tab. 5.6: Reaktionsansatz für in-vitro Transkription/Translation 
Verwendete Reagenzien Mengenangaben der Komponenten 
TNT®-Mix 20 µl  
PCR-Produkt/Plasmid 8 µl/200 ng 
Enhancer (nicht bei Plasmid-DNA) 1 µl 
L-[35S]-Methionin 2 µl  
 
Die Reaktionsansätze wurden für 90 min bei 29°C inkubiert, danach mit 25 µl Ladepuffer 
versetzt, 6 min bei 90°C denaturiert, 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert und der Überstand auf 
ein SDS-PAA-Gel (4 %iges Sammelgel und 15 %iges Trenngel) aufgetragen. Nach einer 75-
minütigen Elekrophorese bei 55 mA wurden die Gele fixiert (Eisessig:Methanol:H2O im 
Verhältnis 1:2:4) und getrocknet. Anschließend wurde für drei bis 12 h ein Röntgenfilm 
aufgelegt. 
 
5.4 Pharmakologische Untersuchungen 
 
Um die Funktionen des P2Y5-Rezeptors zu untersuchen und später potentielle Wirkstoffe für 
diesen Rezeptor entwickeln zu können, müssen potente und selektive Agonisten und 
Antagonisten für diesen G-Protein-gekoppelten Rezeptor gesucht werden. Bisher waren die 
Liganden dieses Rezeptors unbekannt, daher handelte es sich um einen so genannten 
Orphan-Rezeptor. 
Die Identifizierung und Verifizierung eines P2Y5-Liganden wurden von Prof. Ivar von 
Kügelgen und Prof. Gerhard J. Molderings vom Institut für Pharmakologie und Toxikologie 
der Universität Bonn durchgeführt. Der Luziferase Reportergen-Assay wird im Folgenden 
kurz erläutert, da er einen wichtigen Bestandteil der vorliegenden Arbeit darstellt und weitere 
Analysen ermöglichte (s. Kap. 5.4.2). 
 
5.4.1 Luziferase Reportergen-Assay zur Bestimmung des P2Y5-
Liganden 
 
Reportergen-Systeme können zur Erforschung der eukaryotischen Genexpression und der 
zellulären Physiologie angewendet werden, z. B. bei der Analyse neuer Gene, Rezeptoren 
und Wirkstoffe oder bei der Analyse der intrazellulären Signalgebung. Das Firefly (Photinus 
pyralis) Luziferase-Gen ist für die Verwendung als Reporter hervorragend geeignet, da die 
Bestimmung des Luziferase-Enzyms sehr sensitiv, schnell, einfach durchführbar und zudem 
kostengünstig ist. 





Für die Identifizierung des P2Y5-Liganden wurde der cAMP-response element gesteuerte 
Luziferase Reportergen-Assay (PathDetect® in Vivo Signal Transduction Pathway cis-
Reporting System, Stratagene) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein induzierbares 
Reporter-Plasmid, welches das Luziferase-Reportergen enthält. Dieses wird von einem 
Basis-Promotor-Element (TATA Box) und einem synthetischen, induzierbaren cis-Enhancer-
Element gesteuert, in unserem Fall durch die Erkennungssequenz zur Transkriptionsinitiation 
des zyklischen AMP Steuerungselements (cyclic AMP response element, CRE). Transfiziert 
man das Reporter-Plasmid und das Gen mit unbekannter Funktion gleichzeitig in Säugetier-
Zellen, so führt die Aktivierung von endogenen Proteinkinasen, die vom zu untersuchenden 
Gen gesteuert werden, zur Aktivierung des entsprechenden trans-Aktivators. Dieser 
wiederum stimuliert die Reportergen-Expression. Ebenso können Effekte von extrazellulären 
Reizen mit Hilfe dieses Systems untersucht werden. 
Der CRE-gesteuerte Luziferase Reportergen-Assay zur Bestimmung von P2Y5-Liganden 
wurde von Prof. Ivar von Kügelgen wie folgt durchgeführt: 
- Es werden Flp-In-CHO-Zellen, die den P2Y5-Rezeptor stabil exprimieren (im 
pcDNA5/FRT/V5-His-Vektor; Invitrogen; s. Anhang Abb. 12.2.4), transient mit dem 
pCRE-luc-Plasmid transfiziert. 
- Nach der Transfektion mit dem LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent werden 
die Zellen in Opti-MEM® + 2 % FKS kultiviert. 
- Am Folgetag werden die Zellen in 24-well-Zellkulturplatten gesplittet und 20 h vor 
dem Experiment mit Pertussis-Toxin bzw. dessen Lösungsmittel behandelt. 
- Vor Beginn des Experiments wird das Medium durch Opti-MEM® ohne FKS ersetzt. 
- Dann werden die zu untersuchenden Substanzen bzw. deren Lösungsmittel für 3 h 
zugesetzt. 
- Die Reaktion wird durch Zugabe der Bright-GloTM Luziferase-Lösung gestoppt. Diese 
dient sowohl der Zelllyse als auch der Messung der Luziferase-Aktivität. 
- Die relativen Lichteinheiten werden am Luminometer (Berthold) gemessen und als 
prozentuale Änderung im Bezug auf die Kontrolle (nur mit Lösungsmittel behandelte 
Zellen) angegeben. 
 
5.4.2 Bio-Assay via P2Y5 zur Detektion von LIPH-Produkten im 
Zellüberstand 
 
Wie in Kap. 2.7.3 erwähnt, führen auch Mutationen im LIPH-Gen, welches die Lipase H 
kodiert, zu einer autosomal-rezessiv vererbten HS. Durch die Identifizierung des natürlichen 
Liganden des P2Y5-Rezeptors, der Lysophosphatidsäure (LPA), ist es somit möglich, die 





Verbindung zwischen LIPH und P2Y5 herzustellen: LIPH spaltet eine Fettsäure von der 
Phosphatidsäure (PA) ab und es entstehen LPA und eine freie Fettsäure (s. Abb. 7.2). LPA 
wiederum aktiviert den G-Protein-gekoppelten Rezeptor P2Y5. Es wäre daher denkbar, die 
Funktion des LIPH-Wildtyp-Proteins und verschiedener Mutanten durch den P2Y5-
gekoppelten Luziferase Reportergen-Assay zu bestimmen (s. Kap. 5.4.1). Hierfür wurde wie 
folgt vorgegangen: 
- Zunächst werden Flp-In-CHO-Zellen transient mit LIPH-Wildtyp, verschiedenen LIPH-
Mutanten oder dem pcDNA3.1-Leerplasmid transfiziert. Des Weiteren werden Flp-In-
CHO-Zellen mit P2RY5-Wildtyp und pCRE-luc kotransfiziert (s. Abb. 5.1). 
- Nach der Tansfektion mit dem LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent werden 
die Zellen in Opti-MEM® + 2 % FKS kultiviert. 
- Am Folgetag werden die P2RY5-CRE-luc-exprimierenden Zellen in 24-well-
Zellkulturplatten gesplittet. Die LIPH- bzw. Leerplasmid-exprimierenden Zellen 
werden in 3,5 cm-Zellkulturschalen gesplittet. 
- 48 h nach der Transfektion werden alle Zellen dreimal mit 37°C warmem Opti-MEM® 
ohne Serum gewaschen. Den Zellen, die das rekombinante LIPH exprimieren, wird 
100 µM Phosphatidsäure (Sigma-Aldrich) oder Lösungsmittel (Chloroform) in 2 ml 
Opti-MEM® zugesetzt (s. Abb. 5.1 Schritt 1).  
- Nach 30-minütiger Inkubation im Brutschrank wird das Medium von den P2RY5-CRE-
luc-exprimierenden Zellen entfernt und 500 µl des Überstandes der LIPH-exprimie-
renden Zellen auf die P2RY5-CRE-luc Zellen gegeben (s. Abb. 5.1 Schritt 2). 
- Nach dreistündiger Inkubation im Brutschrank wird das Medium von den P2RY5-
CRE-luc Zellen entfernt und 75 µl HBSS-Puffer auf die Zellen gegeben.  
- Nach Zugabe von 75 µl Bright-GloTM Luziferase-Lösung werden die relativen Licht-
einheiten am Luminometer (Berthold) gemessen und als prozentuale Änderung im 
Bezug auf die Kontrolle (nur mit Lösungsmittel behandelte LIPH- bzw. Leerplasmid-
exprimierende Zellen) angegeben (s. Abb. 5.1 Schritt 3). 
 





Abb. 5.1: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Zu den LIPH-exprimierenden Flp-In-CHO-
Zellen (LIPH-Wildtyp, p.Gly94_Lys123dup, p.Gln137HisfsX1, p.Gly176_Asp209del, Kontrolle: leerer 
pcDNA3.1-Vektor) wurden entweder 100 µM Phosphatidsäure oder Lösungsmittel (Chloroform) für 30 Min 
zugefügt (Schritt 1). Anschließend wurden je 500 µl des Überstandes der LIPH-exprimierenden Zellen zu 
P2RY5- und pCRE-luc-exprimierenden Zellen gegeben (Schritt 2). Nach dreistündiger Inkubation wurde 
dann die Bright-Glo™ Luziferase-Lösung (Promega) zugegeben. Als Maß für die Luziferase-Aktivität 
wurden die relativen Lichteinheiten am Luminometer bestimmt (Schritt 3). 
 
 
5.4.3 Bestimmung der LIPH-Enzymfunktion mittels Fluoreszenz-
markierter Lipide 
 
Um die Ergebnisse des P2Y5-gekoppelten Bio-Assays (s. Kap. 5.4.2) zu bestätigen, wurde 
ein zweiter, Fluoreszenz-basierter Nachweis der Enzymfunktion von verschiedenen LIPH-
Konstrukten etabliert. Hierfür wurde das PED-A1-Reagenz (N-((6-(2,4-DNP)amino)hexa-
noyl)-1-(BODIPY® FL C5)-2-hexyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin, Invitrogen) verwendet. 
Es handelt sich hierbei um Fluoreszenz-markierte Phospholipide, welche ein selektives 
Substrat der Phospholipase A1 (PLA1) darstellen und in lebenden Zellen angewendet 
werden können. Da LIPH eine hohe Ähnlichkeit zur Phospholipase A1 aufweist (Jin et al., 
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Der Versuchsablauf sah wie folgt aus: Flp-In-CHO-Zellen wurden transient mit den 
verschiedenen LIPH-Konstrukten (Wildtyp, p.Gly94_Lys123dup, p.Gln137HisfsX1, 
p.Gly176_Asp209del) bzw. dem Leerplasmid transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen in 
eine 96er-Falcon-Zellkulturplatte gesplittet und erneut für 24 h in Opti-MEM® + 2 % FKS 
kultiviert. Danach wurde das Medium entfernt und durch 90 µl 37°C warmen HBSS-Puffer 
ersetzt. Direkt vor der Fluoreszenz-Intensitätsmessung am FLUOstar-OPTIMA Mikrotiter-
platten-Lesegerät (BMG Labtech) wurden 10 µl einer 0,1 µM PED-A1-Lösung zugegeben. 
Anschließend erfolgten 50 Messungen im Abstand von je 2,5 min bei einer Anregungs-
wellenlänge von 485 nm und einer Emissionswellenlänge von 520 nm. 
Die gleichen Messungen wurden auch mit dem bis-BODIPY® FL C11-PC-Substrat (1,2-bis-
(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a, 4a-diaza-sindacene-3-undecanoyl)-sn-glycero- 3-phos-
phocholin, Invitrogen) durchgeführt, welches spezifisch für PLA1 und PLA2 (Phospholipase 
A2) ist. 
 
5.4.4 Proteinbestimmung mittels DC Protein-Assay 
 
Für die in Kap. 5.4.1 bis 5.4.3 beschriebenen Experimente ist es wichtig, die gemessenen 
Lumineszenz- und Fluoreszenzdaten auf die Proteinmenge zu beziehen, um abweichende 
Zellzahlen in den einzelnen Kulturschalen berücksichtigen zu können. Die Proteinmengen 
wurden mit dem DC Protein-Assay (Bio-Rad) bestimmt. Es handelt sich hierbei um einen 
quantitativen, colorimetrischen Test zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge, der sich am 
Lowry-Assay (Lowry et al., 1951) orientiert. Der Test basiert einerseits auf der Reaktion 
eines alkalischen Kupfer-Reagenzes mit Proteinen und andererseits auf der nachfolgenden 
Reduktion des Folin-Reagenzes (Folin-Ciocalteu’s-Phenol-Reagenz) durch die mit Kupfer 
komplexierten Proteine. Durch die Reduktionen entsteht ein charakteristischer Farbumschlag 
von gelb nach blau. Die blaue Farbe weist eine charakteristische Absorption bei 750 nm auf, 
welche am Photometer gemessen werden kann. 
Zur Proteinbestimmung wurden die Proben in einer entsprechenden Menge 1 M NaOH 
aufgenommen (mind. 50 µl). 50 µl dieser Probe wurden mit 250 µl Reagenz A in einer 
Küvette versetzt und gevortext. Danach wurden 2 ml von Reagenz B zugegeben. Nach 15-
minütiger Inkubation wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 750 nm am Photometer 









5.4.5 Statistische Auswertung der pharmakologischen Daten 
 
Zur statistischen Auswertung der pharmakologischen Daten wurde das Programm GraphPad 
Prism Version 4.03 (GraphPad) verwendet. Für Daten, welche zur Identifizierung des P2Y5-
Liganden erhoben wurden, wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-Test oder die 
Kruskal-Wallis-Analyse von Prof. Ivar von Kügelgen durchgeführt, gefolgt vom Dunn’s Post-
Test. P < 0,05 wurde als Signifikanz-Schwelle angesetzt. 
Für Daten, die zur Bestimmung der LIPH-Aktivität erhoben wurden, wurde eine 
Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) gefolgt vom Bonferroni-Test durchgeführt. Als 
Signifikanz-Schwelle wurde P < 0,05 angesetzt. Für alle Messungen wurde ebenfalls der 
Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) angegeben. 
 







Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das ursächliche Gen für eine autosomal-rezessiv 
vererbte Form von Hypotrichosis simplex (HS) identifiziert und anschließend molekular-
biologisch und protein-biochemisch untersucht werden. 
 
6.1 Einengung des Genortes 
 
Ausgehend von den Vorarbeiten war durch eine genomweite Kopplungsanalyse mit den 
DNA-Proben der HS-Familie 1 ein neuer Genort auf dem langen Arm von Chromosom 13 
(13q14.11–13q21.33) mit einem maximalen LOD-Score von 3,9 (θ=0,0) identifiziert worden 
(s. Abb. 2.15, s. auch Anhang Tab. 12.1.2 für zugehörige two-point LOD-Scores). Die somit 
definierte Kandidatenregion, die auf dem kleinsten homozygoten Haplotyp-Segment basiert, 
das bei allen betroffenen Geschwistern vorliegt (D13S1293-D13S634), umfasst mehr als 
34 Mb (s. Abb. 2.16 A und B). Um die Grenzen der chromosomalen Region genauer zu 
bestimmen und somit den Genort einzuengen, wurden zusätzliche Mikrosatelliten-Marker 
(D13S1293, D13S305, D13S1253 und D13S1233) aus der Region für alle zur Verfügung 
stehenden Familienmitglieder typisiert (s. Anhang Tab. 12.1.5). Durch eine Rekombination 
zwischen D13S1233 und D13S263 bei Individuum II:4 konnte infolgedessen die 
zentromerische Grenze der Kandidatenregion dem Mikrosatelliten D13S1233 zugeordnet 
werden (s. Abb. 6.1 A). Die Festsetzung der Grenze der Kandidatenregion im telomerischen 
Bereich erfolgt aufgrund der Heterozygotie des Mikrosatelliten-Markers D13S634 bei 
Individuum II:4. Die Kandidatenregion konnte folglich auf knapp 28 Mb eingeengt werden (s. 



























Abb. 6.1: (A) Stammbaum der HS-Familie 1: Homozygosity-Mapping. Nach Typisierung von zusätzlichen 
Mikrosatelliten-Markern konnte die Kandidatenregion zwischen die Marker D13S1233 und D13S634 kartiert 
werden. Die ursprünglich identifizierte Region konnte somit von mehr als 34 Mb auf knapp 28 Mb eingeengt 
werden. Die homozygote Region, die bei allen Betroffenen vorliegt, ist durch einen Kasten hervorgehoben. 
Marker-Haplotypen, die mit dem HS-Phänotyp gekoppelt sind, sind in Schwarz dargestellt. Familienmitglieder, 
die von HS betroffen sind, sind an schwarzen Symbolen zu erkennen. Kreise und Vierecke zeigen weibliche 

















































































































































































































































Abb. 6.1: (B) Screenshot des UCSC genome browsers (NCBI35/hg17), der die Kandidatenregion nach 
Typisierung zusätzlicher Mikrosatelliten-Marker in HS-Familie 1 darstellt. Eine weitere Einengung der 
Kandidatenregion war aufgrund des großen homozygoten Bereichs bei den Betroffenen (s. Abb. 6.1 A) nicht 
möglich, obwohl alle in der Region befindlichen Mikrosatelliten-Marker untersucht wurden.  
 
6.2 Expressionsanalyse und Mutationssuche in Kandidatengenen 
 
In der etwa 28 Mb großen Kandidatenregion befanden sich insgesamt 64 bekannte Gene 
und zahlreiche Pseudogene und hypothetische Proteine. Da zu erwarten ist, dass ein Gen in 
dem Gewebe exprimiert sein sollte, in dem die pathologischen Veränderungen auftreten, 
wurden alle 64 Gene der Kandidatenregion auf Expression in Haut und/oder Haarfollikeln 
von gesunden Kontrollpersonen untersucht. Mit Ausnahme der Gene EPSTI1 (epithelial 
stromal interaction 1), MLNR (motilin receptor), KPNA3 (karyopherin alpha 3) und GUCY1B2 
(guanylate cyclase 1, soluble, beta 2) sind alle in der Region liegenden Gene in Haut 
und/oder Haarfollikeln exprimiert (Daten nicht gezeigt). EPSTI1, MLNR, KPNA3 und 
GUCY1B2 wurden folglich als Kandidatengene ausgeschlossen. 
Zur Ermittlung des ursächlichen Gens, welches für die autosomal-rezessiv vererbte Form der 
HS in der untersuchten saudi-arabischen Familie verantwortlich ist, wurde nach dem 
Kandidatengen-Ansatz vorgegangen. Hierbei wurden verschiedene Datenbanken (UCSC, 
NCBI, UniProt) nach Informationen über die in der Kandidatenregion liegenden Gene 





durchsucht, um Anhaltspunkte über ihre Funktion zu erhalten. Seit der Vollendung des 
Humangenomprojektes ist fast die gesamte genetische Information des Menschen in 
Datenbanken zu finden. Bei vielen der annotierten Gene ist die Funktion jedoch bislang 
unbekannt. Aus diesem Grund wurden zunächst solche Gene untersucht, die sich aufgrund 
ihrer Funktion der Haut- und Haarentwicklung oder -physiologie zuordnen ließen. Hierzu 
zählen die Gene des Protocadherin-Gen-Clusters (PCDH8, PCDH9, PCDH17, PCDH20), da 
diese Proteine maßgeblich an der Zell-Zell-Adhäsion beteiligt sind. Außerdem wurde ein mit 
dem Vitamin-D-Rezeptor interagierendes Protein (DRIP36, alternativer Genname MED4) 
sequenziert, da Mutationen im Vitamin-D-Rezeptor für eine Form der Alopezie (Atrichia 
congenita) identifiziert wurden (Miller et al., 2001). Weiterhin wurden verschiedene Transkrip-
tionsfaktoren untersucht (FOXO1A, ELF1, TSC22D1, GTF2F2), weil Mutationen im HR 
(hairless)-Transkriptionsfaktor ebenfalls zur Atrichia congenita führen (Ahmad et al., 1998, 
Cichon et al., 1998). Darüber hinaus wurden die Sequenzen von hypothetischen Proteinen 
und Pseudogenen analysiert, um charakteristische Strukturmotive zu finden. Dabei fiel ein 
putatives Protein auf (AK057244), welches Ähnlichkeit zu Trichohyalin zeigt. Trichohyalin ist 
ein Strukturprotein, das ausschließlich in der Haarwurzelscheide exprimiert wird. In keinem 
dieser Gene konnte mittels Sequenzanalyse eine homozygote Mutation bei dem Betroffenen 
II:3 nachgewiesen werden. 
Die verbleibenden 50 Gene sollten nun eins nach dem anderen sequenziert werden. Die in 
Tab. 12.1.3 des Anhangs angegebenen 37 Gene wurden mittels PCR amplifiziert und die 
kodierende Sequenz einschließlich Exon-Intron-Grenzen bei Individuum II:3 sequenziert. Die 
für die HS ursächliche Mutation konnte jedoch in keinem dieser Gene nachgewiesen werden. 
 
6.3 Identifizierung der ursächlichen Gen-Mutation 
 
Nach Ausschluss der in Tab. 12.1.3 (s. Anhang) angegebenen Gene konnte schließlich die 
genetische Ursache des Haarausfalls in der saudi-arabischen Familie identifiziert werden. 
Die vier von Haarausfall betroffenen Geschwister tragen eine nonsense-Mutation im P2RY5-
Gen, welches den G-Protein-gekoppelten Rezeptor P2Y5 kodiert (G protein-coupled 
purinergic receptor P2Y5). Der Begriff P2RY5 wird nach allgemeiner Nomenklatur für das 
Gen verwendet, der Begriff P2Y5 bezeichnet das zugehörige Protein (Fredholm et al., 1994; 
Fredholm et al., 1997). Eigentlich müßte der Begriff p2y5 verwendet werden, da es sich zum 
Zeitpunkt der Genidentifizierung um einen Orphan-Rezeptor handelte. Der Konsistenz halber 
wird jedoch in der gesamten Arbeit weiterhin die ursprüngliche Bezeichnung P2Y5 ver-
wendet. 





Bei der Mutation handelt es sich um eine homozygote C>T Transition an der cDNA-Position 
463 (c.463C>T; s. Abb. 6.2 A), welche zur vorzeitigen Termination der Translation führt 
(p.Gln155X). Beide Eltern und drei weitere Geschwister (II:5, II:8 und II:10) sind heterozygot 
für diese Mutation, phänotypisch aber nicht von Trägern des Wildtyp-Allels zu unterscheiden. 
Sie können jedoch eine defekte Genkopie an ihren Nachwuchs vererben. Die Individuen II:7 
und II:9 tragen das Wildtyp-Allel. 
Nach der Identifizierung des ursächlichen Gens P2RY5 wurde nach weiteren Mutationen bei 
sporadischen HS-Patienten und Individuen kleinerer HS-Familien gesucht. Hierbei wurde 
eine weitere Mutation in zwei anderen aus Saudi-Arabien stammenden Familien identifiziert 
(im Folgenden als HS-Familie 2 und 3 bezeichnet): es handelt sich um eine 2 bp-Deletion 
(c.373_374delAA; s. Abb. 6.2 B), welche zur Verschiebung des Leserasters führt. Nach 37 
Missense-Aminosäuren kommt es ebenfalls zur vorzeitigen Termination der Translation 
(p.Lys125AsnfsX37). Der Phänotyp von Betroffenen aus diesen beiden Familien entspricht 
dem der Betroffenen aus der HS-Familie 1 (s. Abb. 6.3). 
 
   
Abb. 6.2: Sequenzanalyse des P2RY5-Gens in den HS-Familien 1 und 3. (A) Die c.463C>T (p.Gln155X) 
Mutation führt zur vorzeitigen Termination der Translation, da anstelle der Aminosäure Glutamin (CAG) ein 
Stoppkodon entsteht (TAG). (B) Die c.373_374delAA (p.Lys125AsnfsX37) Mutation führt zur Verschiebung 
des Leserasters und nach 37 Missense-Aminosäuren ebenfalls zur vorzeitigen Termination der Translation an 
der Aminosäure-Position 161. Beide Mutationen führen somit zu trunkierten Proteinen. (S. auch Abb. 6.9: 











Familie 1 (II:3) 
Abb. 6.3: Klinische Darstellung des Betroffenen II:11 aus der HS-
Familie 3 im Alter von 27 Jahren. Die Art des Haarausfalls entspricht 
dem der Betroffenen aus der HS-Familie 1. Das Foto wurde über-
nommen aus Al Aboud et al., 2005. 
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Aufgrund der gleichen Mutation in HS-Familie 2 und 3 stellt sich die Frage, ob die beiden 
Familien miteinander verwandt sind, die Mutationen also auf eine Gründermutation 
(Foundermutation) zurückzuführen sind, oder ob die Mutationen unabhängig voneinander 
entstanden sind. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden Haplotyp-Analysen mittels 
eng beieinander liegenden genetischen Markern durchgeführt. Hierfür wurden zusätzlich die 
Mikrosatelliten-Marker D13S1233, D13S263, D13S1312, D13S153, D13S165, D13S1305, 
D13S176, D13S1317, D13S1231 und D13S634 typisiert (Mikrosatelliten-Primer s. Anhang 
Tab. 12.1.5). Die Resultate lassen darauf schließen, dass die Mutation in beiden Familien 
auf einen gemeinsamen Gründer (Founder) zurückzuführen ist, da die Mikrosatelliten 
D13S263, D13S1312, D13S153 und D13S165 die gleichen Allele aufweisen (s. Abb. 6.4). Es 
handelt sich somit um einen so genannten Gründereffekt (Founder effect). Wir konnten keine 
der beiden Mutationen bei 303 Kontroll-Personen nachweisen, die 184 Deutsche und 119 










































































Abb. 6.4: Stammbäume der HS-Familien 2 (A) und 3 (B) mit hochauflösenden Mikrosatelliten-Markern, 
welche die chromosomale Region um das P2RY5-Gen darstellen. Die Mikrosatelliten-Marker, die in beiden 
Familien jeweils die gleichen Allele aufweisen, sind durch einen Kasten hervorgehoben. Dies lässt auf eine 
Gründermutation für die c.373_374delAA-Mutation in beiden HS-Familien schließen. Das P2RY5-Gen 
befindet sich zwischen den Markern D13S153 und D13S165, seine Lage ist durch einen Pfeil 
gekennzeichnet. Die Zahlen in den Kreisen und Vierecken geben die Anzahl der Kinder des jeweiligen 
Geschlechts an. Die Haplotypen von Individuum III:22 wurden rekonstruiert, da keine DNA zur Analyse vorlag. 
Marker-Haplotypen, die mit dem HS-Phänotyp gekoppelt sind, sind in Schwarz dargestellt. Familienmitglieder, 
die von HS betroffen sind, sind an schwarzen Symbolen zu erkennen. Kreise und Vierecke zeigen weibliche 
bzw. männliche Familienmitglieder an. Die entsprechenden Mikrosatelliten-Marker sind jeweils am linken 
Rand aufgelistet. SB = Totgeburt (still birth). 
 
 
6.4 Expressionsanalysen des P2RY5-Gens 
 
Das P2RY5-Gen besteht aus nur einem kodierenden Exon mit einem putativen offenen 
Leserahmen von 344 AS (Herzog et al., 1996). Für eine Expressionsanalyse des humanen 
P2RY5 in diversen Geweben, wurden zwei verschiedene cDNA-panels verwendet (BD 
Biosciences, s. Abb. 6.5). Zusätzlich wurde die Expression in Haut und Haarfollikeln unter-
sucht (s. Abb. 6.19 A). Da diese cDNAs nicht Bestandteil der cDNA-panels sind, wurde RNA 
aus Haut und Haarfollikeln isoliert und in cDNA umgeschrieben. Um eine Kontamination mit 
genomischer DNA zu verhindern, wurde die RNA mit DNase I verdaut (s. Abb. 6.19 B). Die 
PCRs wurden mit den Primern P2RY5 Ex1.1F und P2RY5 Ex1R durchgeführt (s. Anhang 
Tab. 12.1.6), so dass die gesamte kodierende Sequenz und angrenzende Teile des 5’-UTRs 





































































































beim cDNA-panel auszuschließen, wurden die Primer für die Kontrollgene (GAPDH und 
KRT15) Intron-überspannend gewählt, d. h. sie befanden sich in verschiedenen Exons. Ein 
Fragment, welches der Größe genomischer DNA entsprechen würde, konnte nicht detektiert 
werden (s. Abb. 6.5). Es zeigte sich, dass das P2RY5-Gen in allen 20 untersuchten Ge-
weben und Zelllinien exprimiert wird (s. Abb. 6.5 und 6.19 A). Dieses Ergebnis konnte durch 
Array-basierte Untersuchungen zur P2RY5-Expression mit dem Multiple Tissue Expression 
(MTE) Array 3 (BD Biosciences) bestätigt werden (s. Abb. 6.6). Nach Hybridisierung des 
Arrays mit einer P2RY5-Sonde ist eine schwache, aber ubiquitäre Expression des Gens zu 
erkennen (s. Abb. 6.6 B). In der letzten Spalte des Arrays sind verschiedene Negativ-
Kontrollen aufgetragen. Die Kontrollen 12 A-E zeigen wie erwartet kein Signal. Die Kontrollen 
12 F-H zeigen allerdings ein starkes Signal, da hier genomische DNA auf die Membran 
aufgebracht wurde. Da das P2RY5-Gen nur ein kodierendes Exon enthält, konnte die 




Abb. 6.5: Expression von P2RY5 und zwei Kontrollgenen (KRT15 und GAPDH) in verschiedenen humanen 
Geweben und Zellen. Die reverse Transkriptase PCR wurde mit den humanen MTC Panels I und II (BD 
Biosciences) und einer humanen Keratinozyten cDNA-Bibliothek (Clontech) durchgeführt. Die letzte Gelspur 
ist jeweils eine Negativ-Kontrolle ohne cDNA (LW, Leerwert). P2RY5 ist in allen untersuchten Geweben 
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Abb. 6.6: Hybridisierung des Multiple Tissue Expression 
(MTE) Array 3 (BD Biosciences) mit einer P2RY5-Sonde 
(374 bp). (A) Schematische Darstellung der Verteilung der 
76 aufgetragenen RNAs von Geweben und Kontrollen auf 
dem MTE Array. (B) Das P2RY5-Gen zeigt eine 
schwache, aber ubiquitäre Expression auf dem MTE 
Array. Die Negativ-Kontrollen befinden sich in der 
zwölften Spalte. Die Kontrollen 12 A-E zeigen kein Signal. 
Die Kontrollen 12 F-H zeigen ein starkes Signal, da hier 
humane genomische DNA auf die Membran aufgetragen 
wurde. 
 
Zusätzlich wurde untersucht, ob die mutierte RNA in Zellen von Patienten vorliegt oder ob sie 
z. B. durch nonsense mediated mRNA decay abgebaut wird. Für diese Untersuchung wurde 
RNA aus immortalisierten Lymphozyten der Personen III:21 (c.373_374delAA het.) und IV:1 
(c.373_374delAA hom.) der HS-Familie 3 isoliert und in cDNA umgeschrieben. Anschließend 
wurde die P2RY5-cDNA amplifiziert und sequenziert. Es stellte sich heraus, dass sowohl 
beim homozygoten Träger, als auch beim heterozygoten Träger die mutierte mRNA vorliegt 
(s. Abb. 6.7). Das Vorhandensein der mRNA ist Voraussetzung für die Bildung eines ent-
sprechenden Proteins in der Zelle und Grundlage für die im Folgenden beschriebenen 
funktionellen Analysen. 
 
A                            B 
  
Abb. 6.7: (A) Gelbild von P2RY5 cDNA-PCR-Produkten. Als Ausgangsmaterial dienten cDNAs aus 
immortalisierten Lymphozyten von Mitgliedern der HS-Familie 3 (IV:1, III:21) und einer Kontrolle. LW, 
Leerwert (keine cDNA). (B) Sequenzanalyse der P2RY5 cDNA-PCR-Produkte aus cDNA einer Kontrolle, des 
Indexpatienten aus HS-Familie 3 (IV:1) und dessen Mutter (III:21). Die heterozygote bzw. homozygote 2 bp-
Deletion (c.373_374delAA) ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet.  
 
 
Familie 3 III:21  






















6.5 Bioinformatische Untersuchung zur Struktur des P2Y5-Proteins 
 
Zur Berechnung der Struktur eines Proteins stehen verschiedene Programme zur Verfügung. 
Hier wurde Molecular Toolkit verwendet, welches kostenlos im Internet zur Verfügung steht 
(http://www.vivo.colostate.edu/molkit/). Es handelt sich hierbei um eine Gruppe von Pro-
grammen zur Analyse und Manipulation von Nukleinsäuren und Proteinsequenzen. Der im 
Folgenden verwendete Hydrophobizitäts-Plot dient der Darstellung von polaren und apolaren 
Aminosäuren in der Proteinsequenz und kann somit zur Vorhersage von Transmembran-
Domänen benutzt werden. 
Der in Abb. 6.8 angelegte Kyte-Doolittle Scale von 20 zeigt Transmembran-Domänen ab 
einem Wert von +1,6 an (Kyte & Doolittle, 1982). Man kann hier sehr gut die sieben be-
rechneten Transmembran-Domänen erkennen, welche ein Charakteristikum von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren sind. Aufgrund dieser Vorhersage lässt sich die in Abb. 6.9 dar-
gestellte Domänenstruktur für das P2Y5-Wildtyp-Protein und die beiden Mutanten erstellen. 
Hierbei stellt sich das Wildtyp-Protein mit einem N- und C-Terminus sowie sieben 
Transmembran-Domänen dar, die von drei zytoplasmatischen und drei extrazellulären 
Domänen verbunden werden (s. Abb. 6.9). Diese sechs Domänen, die so genannten loops, 
sind ebenfalls allen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gemein, unterscheiden sich aber in 
ihrer Länge und Aminosäure-Zusammensetzung. Im Gegensatz zum Wildtyp-Protein besteht 
die Mutante p.Gln155X nur aus dem N-Terminus mit vier Transmembran-Domänen, welche 
durch zwei zytoplasmatische und eine extrazelluläre Domäne verbunden werden. Eine 
weitere extrazelluläre Domäne ist nur partiell vorhanden. Die Mutante p.Lys125AsnfsX37 
besteht nur aus dem N-Terminus und drei Transmembran-Domänen, die durch eine zyto-
plasmatische und eine extrazelluläre Domäne verbunden werden. Eine zweite zytoplas-
matische Domäne ist partiell vorhanden und beinhaltet 37 Missense-Aminosäuren, also für 
das Protein falsche Aminosäuren. 
 






Abb. 6.8: Hydrophobizitäts-Plot des P2Y5-Wildtyp-Proteins, erstellt mit dem Programm Molecular Toolkit. Auf 
der Y-Achse der Kyte-Doolittle-Grafik ist die Hydrophobizität dargestellt, auf der X-Achse die lineare Abfolge 
der Aminosäuren des P2Y5-Proteins. Die hydrophoben Transmembran-Domänen sind als Peaks ab einem 
Wert von +1.6 zu erkennen. 
 
 
Abb. 6.9: Schematische Struktur der Domänen des P2Y5-Wildtyp-Proteins und der beiden Mutanten 
p.Gln155X und p.Lys125AsnfsX37. Die Transition c.463C>T (p.Gln155X) führt zu einem vorzeitigen 
Stoppkodon in der zweiten extrazellulären Domäne. Die Deletion c.373_374delAA (p.Lys125AsnfsX37) führt 
zu einer Verschiebung des Leserasters, welche nach 37 Missense-Aminosäuren ebenfalls zu einem 
vorzeitigen Stoppkodon und somit zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation in der zweiten 


























6.6 Funktionelle Analysen des P2Y5-Proteins 
 
Die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Ergebnisse werfen die Frage auf, warum die 
Mutation eines Gens, welches ubiquitär exprimiert wird, zu keinerlei anderen Auffälligkeiten 
als dem Haar-Phänotyp bei den Patienten führt. Zur Klärung dieser Frage, wurden weiter-
führende funktionelle Untersuchungen durchgeführt, die in den folgenden Kapiteln be-
schrieben sind. 
 
6.6.1 Immunologischer Nachweis der P2Y5-Proteine 
 
Die Western-Blot-Analyse stellt eine einfache und sensitive, biochemische Methode dar, um 
Proteine in einem Proteingemisch nachzuweisen und das ungefähre Molekulargewicht durch 
Vergleich mit einem Größenmarker zu bestimmen. 
Als Probenmaterial wurden Proteinlysate der immortalisierten Lymphozyten von den 
Individuen IV:1 (Indexpatient; homozygote Mutation), IV:2 (gesunder Bruder des Index-
patienten; Wildtyp) und III:21 (gesunde Mutter des Indexpatienten; heterozygote Mutation) 
der HS-Familie 3 verwendet. Nach SDS-Page und Proteintransfer auf eine Membran, 
wurden die P2Y5-Proteine durch verschiedene polyklonale Antikörper (sc31503 [Santa Cruz 
Biotechnology], SP4556P [Acris], sc-20126 [Santa Cruz Biotechnology]) nachgewiesen. 
Hierbei war bei keinem der verwendeten Antikörper ein Unterschied im Bandenmuster 
zwischen den untersuchten Proben zu erkennen (s. Abb. 6.10 A, B, C). Zudem stimmte auch 
das Bandenmuster keiner der anti-P2Y5-Antikörper überein, was dafür spricht, dass die 
Antikörper unspezifisch sind. 
Für die nachfolgenden Untersuchungen wurde deshalb das P2Y5-Wildtyp-Protein und die 
Mutanten p.Gln155X und p.Lys125AsnfsX37 in den pcDNA3.1-Vektor kloniert. Der CMV-
Promotor des Plasmids gewährleistet eine konstitutive Überexpression und somit eine hohe 
Proteinausbeute. Die Stoppkodons wurden deletiert und die Proteine C-terminal und in-
Frame mit dem V5-Epitop kloniert, welches vom pcDNA3.1-Vektor kodiert wird (s. Anhang 
Abb. 12.2.3). Somit können die P2Y5-Proteine durch den monoklonalen V5-Antikörper 
nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurde P2Y5 auch N-terminal mit dem V5-Epitop 
fusioniert (s. Anhang Tab. 12.3.1). Die Lokalisation des Epitops machte jedoch keinen 
Unterschied in Bezug auf die Expression und Translation der P2Y5-Proteine in transient 
transfizierten COS7-Zellen (Daten nicht gezeigt). Bei dem in Abb. 6.10 D gezeigten Blot ist 
das P2Y5-Protein N-terminal mit dem V5-Epitop fusioniert. Die Western-Blot-Analyse von 
COS7-Zell-Lysaten zeigte eine Bande von ca. 30 kDa, die der hypothetischen Proteinmasse 
des Wildtyp-Proteins entspricht. Beide Mutanten zeigten ebenfalls Banden in den erwarteten 
Größenbereichen von etwa 15 kDa und 17 kDa (s. Abb. 6.10 D). Zusätzliche Banden waren 





sichtbar, die auch unter verschiedenen Färbebedingungen (unterschiedliche Block- und 
Waschlösungen, verschiedene Antikörper-Konzentrationen und -Inkubationszeiten etc.) nicht 
eliminiert werden konnten. Zum Vergleich wurde der SP4556P-Antikörper auch bei trans-
fizierten COS7-Zellen verwendet (s. Abb. 6.10 E). Wie in Abb. 6.10 A-C ist auch hier kein 
Unterschied zwischen P2Y5-Wildtyp und Mutanten zu erkennen. Darüber hinaus entspricht 
das Bandenmuster auch nicht dem, welches in immortalisierten Lymphozyten bei Ver-
wendung des gleichen Antikörpers vorliegt (s. Abb. 6.10 B). 
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Abb. 6.10: (A) Western-Blot-Analyse von Protein-Lysaten aus immortalisierten Lymphozyten der HS-Familie 
3 (Individuen III:21, IV:1 und IV:II). Als Primärantikörper wurde sc-31503 (Santa Cruz Biotechnology) in einer 
Verdünnung von 1:400 verwendet. (B) Western-Blot-Analyse von Protein-Lysaten aus immortalisierten 
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1:1.000 verwendet. (C) Western-Blot-Analyse von Protein-Lysaten aus immortalisierten Lymphozyten der HS-
Familie 3. Als Primärantikörper wurde sc-20126 (Santa Cruz Biotechnology) in einer Verdünnung von 1:500 
verwendet. (D) Western-Blot-Analyse von Protein-Lysaten aus COS7-Zellen, die transient mit dem P2Y5-
Wildtyp-Protein oder den Mutanten p.Gln155X und p.Lys125AsnfsX37 transfiziert wurden. Es wurde der V5-
Antikörper (Invitrogen) in einer Verdünnung von 1:1.000 verwendet, das V5-Epitop befindet sich N-terminal 
am P2Y5-Protein. (E) Western-Blot-Analyse von Protein-Lysaten aus COS7-Zellen, die transient mit dem 
P2Y5-Wildtyp-Protein oder den Mutanten p.Gln155X und p.Lys125AsnfsX37 transfiziert wurden (N-terminales 
V5-Epitop). Es wurde der Antikörper SP4556P (Acris) in einer Verdünnung von 1:1.000 verwendet. 
 
 
6.6.2 In-vitro Transkription/Translation 
 
Da bei den Western-Blot-Analysen des P2Y5-Proteins unter den verschiedensten Versuchs-
bedingungen immer Nebenbanden detektiert wurden, sollten die Bandengrößen durch eine 
weitere Methode verifiziert werden. Hierfür wurde mit Hilfe des TNT® T7 Quick Coupled 
Transcription/Translation Systems (Promega) ein Protein Truncation Test (PTT) durch-
geführt. Es handelt es sich hierbei um eine gekoppelte in-vitro Transkription und Translation, 
die dazu dient, das Molekulargewicht des untersuchten Proteins zu bestimmen. Ko- oder 
posttranslationale Modifikationen werden hierbei nicht durchgeführt, d. h. Phosphorylierung, 
Glykosylierung, Abspaltung eines evtl. vorhandenen Signalpeptides oder Acetylierung finden 
nicht statt. 
Als Ausgangsmaterial für den PTT wurde die RNA aus immortalisierten Lymphozyten eines 
homozygoten und eines heterozygoten Mutationsträgers (c.373_374delAA) aus Familie 3 
sowie einer Kontrolle verwendet (s. Abb. 6.4 B Individuen III:21, IV:1 und IV:2). Da keine 
RNA und auch keine immortalisierten Lymphozyten von Familie 1 zur Verfügung standen, 
wurde der PTT mit genomischer DNA eines homozygoten und eines heterozygoten Familien-
mitglieds durchgeführt, welche die c.463C>T Transition tragen (s. Abb. 6.1 Individuen II:2 
und II:7). Als Kontrolle wurde die DNA der Person II:9 verwendet, die kein Mutationsträger 
ist. Ermöglicht wurde die Verwendung von genomischer DNA für diesen Test da das P2RY5-
Gen nur ein kodierendes Exon enthält und die kodierende Sequenz somit nicht durch Introns 
unterbrochen wird. 
Beim PTT zeigten P2RY5-Wildtyp-RNA und -DNA von Kontrollen eine Bande bei ca. 30 kDa. 
Die 2 bp-Deletion (c.373_374delAA) führte zu einem Protein der Größe von etwa 17 kDa und 
die C>T Transition (c.463C>T) zeigte ein Protein mit einem etwas geringeren Molekular-
gewicht (s. Abb. 6.11). Diese Ergebnisse entsprechen den der Western-Blot-Analysen. Bei 
ca. 24 kDa war bei allen Proben eine unspezifische Bande zu erkennen, ansonsten wurden 
im Gegensatz zu den Western-Blot-Analysen keine weiteren Nebenbanden detektiert. 






Abb. 6.11: Protein Truncation Test (PTT) mit 
P2RY5-Konstrukten. Als Material wurde die 
RNA aus immortalisierten Lymphozyten eines 
homozygoten und eines heterozygoten Muta-
tionsträgers (c.373_374delAA) aus HS-Familie 3 
sowie einer Kontrolle verwendet. Da keine RNA 
und keine immortalisierten Lymphozyten von 
HS-Familie 1 zur Verfügung standen, wurde der 
PTT mit genomischer DNA eines homozygoten 
und eines heterozygoten Familienmitglieds 
(c.463C>T) sowie einer Kontrolle durchgeführt. 
Hierbei zeigten P2RY5-Wildtyp-RNA und -DNA 
übereinstimmend eine Bande bei ca. 30 kDa. 
Heterozygote Mutationen führten zu einer 
Bande bei 15 bzw. 17 kDa und einer Bande auf 
Höhe des Wildtyp-Proteins. Im Fall von homo-
zygoten Mutationsträgern ist nur das trunkierte 
P2Y5-Protein nachweisbar. 
 
6.6.3 Lokalisation von überexprimiertem P2Y5 in COS7-Zellen 
 
Um die subzelluläre Lokalisation des P2Y5-Proteins zu bestimmen, wurden Immun-
fluoreszenz-Analysen durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden COS7-Zellen, die mit unter-
schiedlichen P2RY5-Konstrukten transfiziert worden sind (P2Y5-Wildtyp, p.Gln155X und 
p.Lys125AsnfsX37) auf Glasplättchen ausgesät. Nach 24 h konnten sie fixiert und 
anschließend verschiedene Färbungen durchgeführt werden. Da es sich beim P2Y5-
Rezeptor um ein 7-Transmembran-Domänen-Protein handeln soll (s. Abb. 6.8 und 6.9), 
wurde angenommen, dass er in der Zellmembran lokalisiert ist. Aus diesem Grund wurde 
eine Kofärbung von Cadherinen, die sich in der Zellmembran befinden, und dem V5-
fusionierten P2Y5 durchgeführt. Die Kolokalisation von P2Y5-Wildtyp-Protein und Cadherin 
bestätigte, dass P2Y5 in der Zellmembran vorzufinden ist (s. Abb. 6.12 A). Zur Färbung der 
beiden Mutanten wurde zunächst nur der V5-Antikörper verwendet. Der V5-Antikörper färbte 
hier eine netzartige Struktur, die sich um den Zellkern herum befindet und große Teile des 
Zytoplasmas durchzieht. Dies ließ vermuten, dass sich die trunkierten Proteine im endo-
plasmatischen Retikulum (ER) befinden könnten. Durch eine Kofärbung gegen die Protein-
Disulfid-Isomerase (PDI), einem Marker für das ER, konnte nachgewiesen werden, dass die 
trunkierten P2Y5-Proteine im ER akkumulieren (s. Abb. 6.12 B und C). Die Kernfärbung 
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Abb. 6.12: Immunfluoreszenz-Analyse von transient transfizierten COS7-Zellen, welche P2Y5-Wildtyp oder 
Mutanten exprimieren. Die Zellen wurden mit 4,6-diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride (DAPI) und 
Antikörpern gegen das V5-Epitop gefärbt. P2Y5-Wildtyp-Zellen wurden zusätzlich mit einem pan-Cadherin-
Antikörper (CAD) und P2Y5-Mutanten mit einem Protein-Disulfid-Isomerase-Antikörper (PDI) gefärbt. Das 
P2Y5-Wildtyp-Protein ist in der Zellmembran lokalisiert (A), im Gegensatz dazu sind die beiden Mutanten 




6.7 Pharmakologische Analysen des P2Y5-Rezeptors 
 
Bei dem P2Y5-Protein handelt es sich um ein 7-Transmembran-Domänen-Protein (s. Abb. 
6.8 und 6.9), daher gehört es höchst wahrscheinlich zur Superfamilie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Ursprünglich wurde berichtet, dass der P2Y5-Rezeptor extra-
zelluläre Nukleotide als Liganden binde (Webb et al., 1996), woher sich auch der Name G 
protein-coupled purinergic receptor P2Y5 ableitet. In weiteren Untersuchungen konnte dies 
jedoch nicht verifiziert werden (Li et al., 1997; von Kügelgen, 2006), weshalb es sich um 
einen so genannten Orphan-Rezeptor mit bislang unbekannter Funktion und unbekanntem 
Liganden handelt. Aus diesem Grund ist es sowohl für das Verständnis der Proteinfunktion, 
der zellulären Signalgebung und der Pathophysiologie von HS, als auch im Hinblick auf eine 
Wirkstoffentwicklung für therapeutische Anwendungen von Bedeutung, den endogenen 



















6.7.1 Identifizierung des Liganden und erste funktionelle 
Untersuchungen zum P2Y5-Rezeptor 
 
Die Identifizierung des Agonisten, d. h. der Substanz, welche den Rezeptor aktiviert, ist 
unerlässlich um die Funktion und Wirkungsweise eines Rezeptors zu verstehen. Darüber 
hinaus bietet die Kenntnis des Agonisten ein wirksames Werkzeug, um den Rezeptor für 
weitere funktionelle Studien zu aktivieren. Ist die Struktur des Agonisten bekannt, bietet dies 
außerdem die Möglichkeit, nach anderen, möglicherweise noch potenteren Agonisten zu 
suchen. In ein Krankheitsbild involvierte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind auch 
pharmazeutisch sehr interessant, da bei Kenntnis des Agonisten bzw. Antagonisten eine 
Manipulation des Rezeptors möglich ist. Aus diesem Grund wurde in Kollaboration mit Prof. 
Ivar von Kügelgen vom Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Universität Bonn an 
der Identifizierung des Liganden gearbeitet. Hierfür wurden Flp-In-CHO-Zellen stabil mit dem 
P2Y5-Wildtyp-Protein transfiziert. Diese Zellen wurden dann transient mit dem pCRE-luc-
Plasmid transfiziert, welches das Enzym Luziferase unter einem cAMP-abhängigen Promotor 
exprimiert (s. Anhang Abb. 12.2.2). Nach Zugabe von potentiellen Liganden wurde 
anschließend ein Luziferase Reportergen-Assay (cAMP response element [CRE]-directed 







































Abb. 6.13: Pharmakologische Untersuchung des P2Y5-Rezeptors. Gezeigt ist der Effekt von oleoyl-L-α-
Lysophosphatidsäure (LPA) auf die CRE-gesteuerte Luziferase-Aktivität in Flp-In-CHO-Zellen, die den P2Y5-
Rezeptor stabil exprimieren. Nach transienter Transfektion mit dem pCRE-luc-Vektor wurde das Lösungsmittel 
(Kon, weiße Säule) oder LPA (schwarze Säulen) in der auf der X-Achse angegebenen Konzentration für 3 h 
zugesetzt. Die Lichteinheiten sind prozentual in Bezug auf die Lösungsmittel-Kontrolle dargestellt. Sternchen 
über den Balken geben signifikante Unterschiede zur Kontrolle an (**P < 0,01; Kruskal-Wallis Analyse gefolgt 














Abb. 6.14: Strukturformel von 18:1 Lysophosphatidsäure (LPA; 1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphat). 




Nachdem eine Reihe von Substanzen getestet worden war (s. Anhang Tab. 12.1.4), konnte 
Lysophosphatidsäure (oleoyl-L-α-Lysophosphatidsäure, LPA; s. Abb. 6.14) als Ligand von 
P2Y5 identifiziert werden. Nach Gabe von unterschiedlichen Konzentrationen für eine Dauer 
von 3 h zeigte sich eine konzentrationsabhängige Expression der Luziferase als Maß der 
Aktivierung des P2Y5-Rezeptors (s. Abb. 6.13). Nach Zugabe von 0,1 µM LPA konnte kein 
Unterschied im Vergleich zur Lösungsmittel-Kontrolle festgestellt werden. Nach Zugabe von 
1 µM LPA stieg die CRE-induzierte Luziferase-Aktivität um ca. 50% und nach Zugabe von 
10 µM LPA um ca. 150%, was einen signifikanten Unterschied (P < 0,01) zur Lösungsmittel-
Kontrolle darstellt. Für Kontroll-Experimente wurden Flp-In-CHO-Zellen stabil mit dem 
humanen P2Y12-Rezeptor transfiziert. Hierbei handelt es sich um einen Gi-gekoppelten 
Rezeptor, der durch ADP, nicht aber durch LPA, aktiviert wird (Hollopeter et al., 2001). Des 
Weiteren wurden Flp-In-CHO-Zellen stabil mit dem trunkierten P2Y5-Protein 
p.Lys125AsnfsX37 transfiziert. LPA-Gabe führte in keiner dieser beiden Zelllinien zu einem 
Effekt (s. Abb. 6.15 A und B). 
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Abb. 6.15: Kontroll-Experimente zur Untersuchung des P2Y5-Rezeptors. Abgebildet ist der Effekt von 
Lysophosphatidsäure (LPA) auf die CRE-gesteuerte Luziferase-Aktivität in Flp-In-CHO-Zellen, die den 















transienter Transfektion mit dem pCRE-luc-Vektor wurde das Lösungsmittel (Kon, weiße Säule) oder LPA 
(schwarze Säulen) in der auf der X-Achse angegebenen Konzentration für 3 h zugesetzt. Es konnten keine 
signifikanten Unterschiede zur Kontrolle festgestellt werden. Die Lichteinheiten sind prozentual in Bezug auf 
die entsprechende Lösungsmittel-Kontrolle angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6-13). 
 
 
Die Identifizierung des Liganden ermöglicht weiterführende Untersuchungen des Rezeptors. 
Es ist bekannt, dass die Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors durch den 
entsprechenden Liganden eine Aktivierung des intrazellulär gebundenen heterotrimeren G-
Proteins (Gi, Gq, Gs oder G12) zur Folge hat. Um heraus zu finden, ob der P2Y5-Rezeptor an 
ein inhibitorisches G-Protein koppelt, wurde den Zellen 20 h vor LPA-Zugabe Pertussis-Toxin 
(PTX, 200 ng/mg) zugesetzt, das Gi Proteine inaktiviert. In diesen Zellen konnte nach 
Zugabe von 1 µM LPA eine im Vergleich zur Lösungsmittel-Kontrolle um etwa 100% 
gestiegene und nach Zugabe von 10 µM LPA eine um mehr als 300% gestiegene 
Luziferase-Aktivität gemessen werden (s. Abb. 6.16). Dies entspricht einem statistisch 










































Abb. 6.16: Pharmakologische Untersuchung des P2Y5-Rezeptors. Gezeigt ist der Effekt von Lysop-
hosphatidsäure (LPA) auf die CRE-gesteuerte Luziferase-Aktivität in Flp-In-CHO-Zellen, die den P2Y5-
Rezeptor stabil exprimieren. Nach transienter Transfektion mit dem pCRE-luc-Vektor wurden die Zellen mit 
Pertussis-Toxin (PTX, 200 ng/mg für 20 h) behandelt. Das Lösungsmittel (Kon, weiße Säule) oder LPA 
(schwarze Säulen) wurde in der auf der X-Achse angegebenen Konzentration für 3 h vor Messung der 
Lichteinheiten zugesetzt. Die Lichteinheiten sind prozentual in Bezug auf die entsprechende Lösungsmittel-
Kontrolle dargestellt. Sternchen über den Balken geben signifikante Unterschiede zur entsprechenden 
Kontrolle an (**P < 0,01; Kruskal-Wallis Analyse gefolgt vom Dunn’s post test). Angegeben sind die 
Mittelwerte ± SEM (n = 6-22). 
 
Des Weiteren wurden Zellen gleichzeitig mit LPA (10 µM) und Forskolin (1 µM) behandelt, 
welches Adenylatzyklasen stimuliert. Forskolin selbst steigerte die Luziferase-Aktivität (ca. 
20-fach, Daten nicht gezeigt) im Vergleich zu Zellen, die nur mit dem Lösungsmittel für 
Forskolin behandelt wurden (DMSO und Ethanol). In den mit LPA und Forskolin behandelten 
Zellen führte die LPA-Gabe zu einer zusätzlichen Stimulierung der Adenylatzyklase und 





somit zur gesteigerten Luziferase-Aktivität (s. Abb. 6.17). Hierbei konnten nach Zugabe von 
10 µM LPA und 1 µM Forskolin statistisch signifikante Unterschiede zur Lösungsmittel-
Kontrolle ermittelt werden (P < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; s. Abb. 6.17). Die Aktivitäts-
steigerung nach Zugabe von 0,1 µM und 1 µM LPA war jedoch nicht signifikant abweichend 





































Abb. 6.17: Effekt von Lysophosphatidsäure (LPA) in Anwesenheit von 1 µM Forskolin auf Flp-In-CHO-Zellen, 
die stabil mit dem P2Y5-Rezeptor transfiziert wurden. Nach transienter Transfektion mit dem pCRE-luc-
Vektor, wurden Zellen mit 1 µM Forskolin und unterschiedlichen LPA-Konzentrationen (schwarze Säulen) 
oder dem Lösungsmittel (Kon, weiße Säule) für 3 h behandelt. Die Abbildung zeigt die prozentualen 
Lichteinheiten in Bezug auf die entsprechende Kontrolle (Aktivität von Zellen, die nur mit Forskolin behandelt 
wurden). LPA steigerte signifikant die Aktivität des Reportergens zusätzlich zu der durch Forskolin selbst 
vermittelten Luziferase-Aktivität. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM (n = 3-5). Die Sternchen über den 
Balken geben signifikante Unterschiede zur entsprechenden Kontrolle an (**P < 0,01 im Vergleich zur 
Kontrolle; Kruskal-Wallis Analyse gefolgt vom Dunn’s post test). 
 
 
6.7.2 mRNA-Expression und phylogenetische Analyse 
verschiedener LPA-Rezeptoren 
 
Es ist bekannt, dass LPA einen stimulierenden Einfluss auf die Proliferation und Migration 
von Zellen hat (Thoreson et al., 1997). Diese Effekte werden durch verschiedene G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Bislang waren fünf LPA-Rezeptoren bekannt: LPA1 (Vzg-
1/Edg2; Hecht et al., 1996), LPA2 (Edg4; An et al., 1998), LPA3 (Edg7; Bandoh et al., 1999), 
LPA4 (P2Y9/GPR23; Noguchi et al., 2003) und LPA5 (GPR92; Lee et al., 2006). Aufgrund 
ihrer Fuktion und ihrer phylogenetischen Verwandtschaft weisen LPA-Rezeptoren unter-
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            TM1    ID1                TM2                ED1            TM3 
 
            141                                                                210   
LPA1  (140) LAIAIERHITVF-RMQLHTRMSNRRVVVVIVVIWTMAIVMGAIPSVGWNCIC----DIENCSNMAPLYSD   
LPA2  (123) LAIAVERHRSVM-AVQLHSRLPRGRVVMLIVGVWVAALGLGLLPAHSWHCLC----ALDRCSRMAPLLSR   
LPA3  (121) LVIAVERHMSIM-RMRVHSNLTKKRVTLLILLVWAIAIFMGAVPTLGWNCLC----NISACSSLAPIYSR   
LPA4  (130) TCISVDRFLAIVYPFRSRTIRTRRNSAIVCAGVWILVLSGGISASLFSTTNV----NNATTTCFEGFSKR   
LPA5  (113) MLINVDRYAAIVHPLRLRHLRRPRVARLLCLGVWALILVFAVPAARVHRPSRCRYRDLEVRLCFESFSDE   
P2Y5  (108) TCISVDRFLAIVYPFKSKTLRTKRNAKIVCTGVWLTVIGGSAPAVFVQSTHS--QGNNASEACFENFPEA 
            ———————                    —————————————————————————       
              TM3          ID2                    TM4                    ED2 
 
            211                                                               280   
LPA1  (205) SYLVFWAIFNLVTFVVMVVLYAHIFGYVRQRTMRMSRHSSGPRRNRDTMMSLLKTVVIVLGAFIICWTPG   
LPA2  (188) SYLAVWALSSLLVFLLMVAVYTRIFFYVRRRVQRMAEHVSCHPRYRETTLSLVKTVVIILGAFVVCWTPG   
LPA3  (186) SYLVFWTVSNLMAFLIMVVVYLRIYVYVKRKTNVLSPHTSGSISRRRTPMKLMKTVMTVLGAFVVCWTPG   
LPA4  (196) VWKTYLSKITIFIEVVGFIIPLILNVSCSSVVLRTLRKPATLSQIGTNKKKVLKMITVHMAVFVVCFVPY   
LPA5  (183) LWKGRLLPLVLLAEALGFLLPLAAVVYSSGRVFWTLARPDATQS--QRRRKTVRLLLANLVIFLLCFVPY   
P2Y5  (176) TWKTYLSRIVIFIEIVGFFIPLILNVTCSSMVLKTLTKPVTLSRSKINKTKVLKMIFVHLIIFCFCFVPY 
             ——————————————————————                               ———————————————— 
                       TM5                       ID3                    TM6 
 
            281                                                                350   
LPA1  (275) LVLLLLD-VCCPQCDVLAYEK---------FFLLLAEFNSAMNPIIYSYRDKEMSATFRQILCCQRSENP   
LPA2  (258) QVVLLLDGLGCESCNVLAVEK---------YFLLLAEANSLVNAAVYSCRDAEMRRTFRRLLCCACLRQS   
LPA3  (256) LVVLLLDGLNCRQCGVQHVKR---------WFLLLALLNSVVNPIIYSYKDEDMYGTMKKMICCFSQENP   
LPA4  (266) NSVLFLYALVRSQAITNCFLERFA-KIMYPITLCLATLNCCFDPFIYYFTLESFQKSFYINAHIRMESLF   
LPA5  (251) NSTLAVYGLLRSKLVAASVPARDRVRGVLMVMVLLAGANCVLDPLVYYFSAEGFRNTLRGLGTPHRARTS   
P2Y5  (246) NINLILYSLVRTQTFVNCSVVAAV-RTMYPITLCIAVSNCCFDPIVYYFTSDTIQNSIKMKNWSVRRSDF 
            ——————                        ————————————————————— 
            TM6             ED3                    TM7              C-Terminus   
 
            351                                              402                 
LPA1  (335) TGPTEGSDRSASSLNHTILAGVHSNDHSVV----------------------            
LPA2  (319) TRESVHYTSSAQGGASTRIMLPE-NGHPLMDSTL------------------            
LPA3  (317) ERRPSRIPSTVLSRSDTGSQYIEDSISQGAVCNKSTS---------------             
LPA4  (335) KTETPLTTKPSLPAIQEEVSDQTTNNGGELMLESTF----------------          
LPA5  (321) ATNGTRAALAQSERSAVTTDATRPDAASQGLLRPSDSHSLSSFTQCPQDSAL           
P2Y5  (315) RFSEVHGAENFIQHNLQTLKSKIFDNESAA---------------------- 
                       
                               C-Terminus 
Abb. 6.18: Vergleich der Aminosäure-Sequenzen der humanen LPA-Rezeptoren (LPA1-5) und des P2Y5-
Rezeptors mittels Vector NTI (Invitrogen). Identische AS sind in rot dargestellt. Grün/türkis/blau unterlegte 
oder dargestellte AS zeigen Ähnlichkeit an, wohingegen schwarz dargestellte und nicht unterlegte 
Aminosäuren nur eine geringe oder keine Ähnlichkeit zeigen. Des Weiteren sind in der Abbildung die 
vorhergesagten N-terminalen und C-terminalen Aminoäurereste, die Transmembran-Domänen (TM) und die 
intrazellulären bzw. extrazellulären Domänen (ID/ED) der LPA-Rezeptoren dargestellt. Gut zu erkennen sind 
die Ähnlichkeiten sowohl zwischen LPA1, LPA2 und LPA3 als auch zwischen LPA4, LPA5 und P2Y5. 





Genbank peptide accession-Nummern: Q92633 (LPA1), NP_004711 (LPA2), Q9UBY5 (LPA3), Q99677 
(LPA4), NP_065133 (LPA5) und P43657 (P2Y5). 
 
 
Um Aufschluss über die Expression des P2Y5-Rezeptors und der unterschiedlichen LPA-
Rezeptoren in verschiedenen Geweben zu erhalten, wurde cDNA aus Haarfollikeln von 
unterschiedlichen Stellen des Körpers (Augenbrauen und okzipitale Kopfhaut), Haut und 
Lymphozyten untersucht (s. Abb. 6.19). Als Kontrollgene wurden GAPDH und KRT15 ver-
wendet. Hierbei zeigte sich, dass sich die unterschiedlichen Rezeptoren durch distinkte 
Expressionsprofile voneinander unterscheiden. In Haarfollikeln der Kopfhaut sind LPA1-3 
und P2RY5 exprimiert, nicht jedoch LPA4 und LPA5. In Haarfollikeln der Augenbrauen ist 
zusätzlich zu diesen Genen auch LPA5 exprimiert. In Hautzellen sind alle untersuchten LPA-
Rezeptoren (LPA1-5 und P2RY5) exprimiert, dieses Gewebe kann folglich als Positiv-
Kontrolle dienen. Lymphozyten unterscheiden sich von Hautzellen durch die nicht vor-
handene LPA3-Expression. 
 
                 A                                                                     B 
 
Abb. 6.19: Expression von mRNA kodierend für verschiedene LPA-Rezeptoren (LPA1-5 und P2RY5) und 
Kontrollgene (GAPDH und KRT15). (A) Expression der untersuchten Gene in Haut, Lymphozyten und 
Haarfollikel-Zellen aus Augenbrauen und dem okzipitalen Kopfbereich. (B) Um eine Kontamination mit 
genomischer DNA zu verhindern, wurden die selbst isolierten RNAs mit DNase I behandelt. Gezeigt sind 
PCR-Produkte des P2RY5-Gens, welche mit den Primern P2RY5 1.1F und P2RY5 1R generiert wurden. LW 
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Kürzlich wurde postuliert, dass GPR87 (Tabata et al., 2007) und P2Y10 (Murakami et al., 
2008) ebenfalls Rezeptoren für LPA oder chemisch nahe verwandte Analoga sind. Daher 
wurde die Expression von mRNA für diese beiden Rezeptoren zusätzlich in Haut und Haar-
follikeln der okzipitalen Kopfhaut untersucht. Hierbei liegt mRNA des GPR87-Rezeptors in 
Haarfollikeln vor, nicht jedoch des P2Y10-Rezeptors (s. Abb. 6.20 A). Als Positiv-Kontrolle 
wurde Haut-RNA verwendet. Betrachtet man die phylogenetische Verwandtschaft der be-
kannten und putativen LPA-Rezeptoren, so ist die Subgruppe P2Y5/LPA4/LPA5 näher mit 
P2Y10 und GPR87 verwandt als mit LPA1/LPA2/LPA3. 
 
  A                                                                  B 
                
Abb. 6.20: mRNA-Expression und phylogenetische Analyse der putativen LPA-Rezeptoren GPR87 und 
P2Y10. (A) mRNA-Expression der putativen LPA-Rezeptoren GPR87 und P2Y10 in Haut und Haarfollikel-
Zellen aus dem okzipitalen Kopf-bereich. GPR87 wird sowohl in Haut als auch in Haarfollikel-Zellen 
exprimiert. P2Y10 hingegen zeigt keine mRNA-Expression in Haarfollikel-Zellen. LW = Leerwert (keine 
cDNA). (B) Phylogenetischer Baum humaner LPA-Rezeptoren (Clustal W Algorithmus). Die Proteine LPA1, 
LPA2 und LPA3 lassen sich aufgrund ihrer Sequenzhomologie zu einer Subfamilie von LPA-Rezeptoren 
zusammenfassen. P2Y5, LPA4 und LPA5 gehören zu einer weiteren Subfamilie. Die putativen LPA-
Rezeptoren P2Y10 und GPR87 bilden eine dritte Subfamilie. Es ist zu erkennen, dass zwischen 




6.7.3 Bio-Assay via P2Y5 zur Bestimmung der LIPH-Aktivität 
 
Kürzlich wurde beschrieben, dass Mutationen im Lipase H (LIPH)-Gen zu einer autosomal-
rezessiv vererbten Form der Hypotrichosis simplex führen (Kazantseva et al., 2006). Durch 
die Identifizierung von LPA als Ligand des P2Y5-Rezeptors ist es möglich, eine Verbindung 
zwischen dem Enzym Lipase H und diesem LPA-Rezeptor herzustellen: die Lipase H hydro-
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säure sowie LPA, welches wiederum den G-Protein-gekoppelten Rezeptor P2Y5 aktiviert (s. 
Abb. 7.2). Folglich haben wir spekuliert, dass P2Y5 und LIPH einem Stoffwechselweg 
angehören. 
Im Folgenden wurde untersucht, ob es möglich ist, die LIPH-Aktivität durch den Luziferase 
gekoppelten Reportergen-Assay via P2Y5 zu messen und somit den Einfluss von ver-
schiedenen LIPH-Mutationen auf den Lipid-Metabolismus zu bestimmen. Bislang war kein 
funktioneller Assay bekannt, der in der Lage ist, die Aktivität dieser Phospholipase im 
zellulären System zu bestimmen. Zur Überprüfung unserer Hypothese haben wir den nach-
folgend dargestellten Assay entwickelt. 
Zur Durchführung des Assays wurden Flp-In-CHO-Zellen transient mit verschiedenen LIPH-
Konstrukten transfiziert (s. Anhang Tab. 12.3.3), darunter das Wildtyp-Konstrukt, eine 
Frameshift-Mutation, welche zum vorzeitigen Stoppkodon führt, und alle bis dato bekannten 
in-Frame-Mutationen (c.527_628del [Kazantseva et al., 2006], c.280_369dup [Nahum et al., 
2008], c.403_409dup [Pasternack et al., 2009b]). Die Mutationen c.280_369dup und 
c.403_409dup wurden zwar im eigenen HS-Patientenkollektiv identifiziert (Primer s. Anhang 
Tab. 12.1.8), es stand aber keine RNA der Patienten zur Verfügung. Aus diesem Grund 
wurde nur die Wildtyp-Sequenz direkt durch die Primer LIPH MutagA F und LIPH MutagB R 
amplifiziert und kloniert, alle anderen Konstrukte wurden künstlich durch rekombinante PCRs 
mit den in Tab. 12.1.8 des Anhangs angegebenen Primern generiert. Für die pharma-
kologischen Untersuchungen wurde dem Medium der Zellen 40 h nach erfolgter Transfektion 
100 µM Phosphatidsäure für 30 min zugesetzt. Das Medium wurde anschließend auf 
P2RY5-CRE-luc-exprimierende Zellen gegeben. Nach dreistündiger Inkubation wurden diese 
Zellen lysiert und die relativen Lichteinheiten am Luminometer bestimmt. 
Es zeigte sich, dass der in der vorliegenden Arbeit entwickelte Bio-Assay mit P2RY5-CRE-
luc-exprimierenden Zellen dazu geeignet ist, die Aktivität der Lipase H in LIPH-expri-
mierenden Flp-In-CHO-Zellen zu messen. Hierbei kam es nach Zugabe von 100 µM Phos-
phatidsäure in LIPH-Wildtyp-exprimierenden Zellen zu einem Aktivitätsanstieg von etwa 
20 % im Vergleich zum Leerplasmid und den beiden Mutanten c.527_628del und 
c.403_409dup (p < 0,001), welche nach Phosphatidsäure-Gabe keinen signifikanten Aktivi-
tätsanstieg zeigten (s. Abb. 6.21). Die c.280_369dup LIPH-Mutation führt zu einem Anstieg 
von ca. 8 % im Vergleich zur Lösungsmittel-Kontrolle. Dies bedeutet einen statistisch signi-
fikanten Unterschied zum Wildtyp mit p < 0,05. Alle Zellen der Lösungsmittel-Kontrollen, 
sowie alle Phosphatidsäure-stimulierten LIPH-Mutanten und Zellen, die mit dem leeren 
Vektor transfiziert wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede in ihrer LIPH-Aktivität 
(p > 0,05). Die Proteinmengen in den einzelnen Zellkulturschalen betrugen zwischen 15 µg 
±3 und 29 µg ±9. Die statistische Auswertung zeigte keine Unterschiede bezüglich der 
Proteinmengen von Zellen, die unterschiedliche LIPH-Konstrukte exprimierten. 

































































































































Abb. 6.21: Effekt von LPA, produziert von rekombinanter Lipase H, auf die CRE- (cAMP response element) 
induzierte Luziferase-Aktivität in Flp-In-CHO-Zellen, welche transient mit dem P2Y5-Rezeptor und der CRE-
Luziferase transfiziert wurden. Das LPA wurde von LIPH-exprimierenden Flp-In-CHO-Zellen nach Zugabe von 
Phosphatidsäure (PA), dem Substrat für Lipase H, hergestellt. Anschließend wurde das Medium der LIPH-
exprimierenden Zellen auf P2RY5-CRE-luc-exprimierende Zellen gegeben. Nach dreistündiger Inkubation 
wurden diese Zellen lysiert und die Luziferase-Aktivität bestimmt. Die Aktivitätsänderung ist prozentual zur 
jeweiligen Lösungsmittel-Kontrolle (Kon, Chloroform) dargestellt. Die Sternchen geben signifikante 
Unterschiede zur Wildtyp-Lipase H an (* und *** entsprechen P < 0,05 und P < 0,001; ANOVA gefolgt vom 
Bonferroni's Multiple Comparison Test). Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 10). 
 
6.7.4 Lipase H-Funktionsbestimmung mittels PED-A1 
 
Um die durch den erweiterten Luziferase Reportergen-Assay (s. Kap. 6.7.3) erhaltenen 
Ergebnisse zu überprüfen, wurde eine weitere Methode angewandt. Hierfür wurden Flp-In-
CHO-Zellen transient mit verschiedenen LIPH-Konstrukten (Wildtyp, c.527_628del 
[Kazantseva et al., 2006], c.280_369dup [Nahum et al., 2008], c.403_409dup [Pasternack et 
al., 2009b]) oder dem leeren pcDNA3.1-Vektor transfiziert (s. Anhang Tab. 12.3.3). 40 h 





nach erfolgter Transfektion wurde den Zellen 0,1 µM PED-A1-Lösung (Invitrogen; s. 
Abb. 6.22), welche Fluoreszenz-markierte Phospholipide enthält, als Substrat für die Lipase 
H zugesetzt. PED-A1 besteht aus einem Quencher, der sich an der Glycerophospho-
ethanolamin-Kopfgruppe befindet, und einer BODIPY®-markierten Acyl-Kette an der sn-1 
Position. Nach Spaltung des Phospholipid-Moleküls durch eine Phospholipase wird der 
Quencher freigesetzt und Fluoseszenz wird messbar. Die Fluoreszenz-Messung erfolgte am 
FLUOstar-OPTIMA Mikrotiterplatten-Lesegerät bei einer Anregungswellenlänge von 485 nm 







Abb. 6.22: Strukturformel des fluorogenen Phospholipasesubstrats PED-A1 (N-((6-(2,4-DNP) 
amino)hexanoyl)-1-(BODIPY®FL C5)-2-hexyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin; Invitrogen), welches zur 




Die Messungen zeigten, dass Flp-In-CHO-Zellen, die mit LIPH-Wildtyp transfiziert wurden, 
das PED-1A-Substrat besser umsetzen, als Zellen, die mit dem Leerplasmid oder einer der 
drei verschiedenen LIPH-Mutanten transfiziert wurden. Hierbei zeigten LIPH-Wildtyp-expri-
mierende Zellen 10 min nach PED-A1-Zugabe einen Aktivitätsunterschied zu allen drei 
Mutanten (p < 0,001) nicht jedoch zum leeren Vektor (s. Abb. 6.23 A). Nach 30 min zeigten 
die mit dem Leerplasmid transfizierten Flp-In-CHO-Zellen eine ähnliche LIPH-Aktivität wie 
die Mutanten. Die Aktivität des Wildtyp-Proteins übersteigt diese um etwa 15 % (p < 0,001; s. 
Abb. 6.23 B). Dieser Effekt war auch nach 2 h noch nachweisbar, wenn auch in abge-
schwächer Form (s. Abb. 6.23 C). Die Wildtyp-Lipase H zeigt hier etwa eine Steigerung um 
12 % im Vergleich zum Leerplasmid, was einem statistisch signifikanten Unterschied von 
p < 0,05 entspricht. Die drei untersuchten LIPH-Mutanten unterseiden sich ebenfalls signi-
fikant vom Wildtyp (Ex4del und c.280_369dup: p < 0,05; c.403_409dup: p < 0,001), wohin-
































































































































































































































Abb. 6.23: Messung der Bildung eines Fluoreszenz-
markierten Produktes durch Lipase H zu 
unterschiedlichen Zeiten nach PED-A1-Zugabe. 
Dargestellt ist die Änderung der Lipase H-Funktion 
in transient transfizierten Flp-In-CHO-Zellen, 
gemessen an der Bildung des Produktes des 
fluorogenen Phospholipasesubstrats PED-A1. Der 
erste Balken zeigt die gemessene Fluoreszenz von 
Zellen, die mit dem leeren pcDNA3.1-Vektor 
transfiziert wurden (Kontrolle). Die zweite Spalte 
zeigt die Fluoreszenz von LIPH-Wildtyp-
exprimierenden Zellen, die Spalten drei bis fünf 
zeigen die drei untersuchten LIPH-Mutanten. Die 
Fluoreszenzmessung erfolgte im Plattenreader bei 
einer Emissionswellenlänge von λ520 nm. (A) 
Messung nach 10 min, (B) Messung nach 30 min, 
(C) Messung nach 2 h. Mittelwerte ± SEM (n = 34). 
* (P < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p < 0,001) geben 
jeweils signifikante Unterschiede zwischen den 
untersuchten Zelllinien an (ANOVA gefolgt vom 
Bonferroni's Multiple Comparison Test). 





6.7.5 Lipase H-Funktionsbestimmung mittels bis-BODIPY® FL C11-
PC 
 
Die in Kap. 6.7.4 beschriebenen Messungen wurden auch mit dem fluorogenen Phospho-
lipase-Substrat bis-BODIPY® FL C11-PC (1,2-bis-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-
diaza-sindacen-3-undecanoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin, Invitrogen) durchgeführt, wel-
ches Spezifität gegenüber den Phospholipasen A1 und A2 aufweist. Die Strukturformel der 
Substanz ist in Abb. 6.24 dargestellt. Es zeigte sich, dass dieses Substrat aufgrund der nicht 
ausreichenden Spezifität zur Lipase H nicht zur Messung der LIPH-Funktion eingesetzt 
werden konnte, da hier im Gegensatz zu den in Kap. 6.7.3 und 6.7.4 gezeigten Experi-
menten keine Unterschiede zwischen LIPH-Wildtyp, den drei Mutanten und dem pcDNA3.1-
Vektor festgestellt werden konnten (s. Abb. 6.25). 
 
                            
Abb. 6.24: Strukturformel des fluorogenen Phospholipase-Substrats bis-BODIPY® FL C11-PC (1,2-bis-(4,4-
difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-sindacen-3-undecanoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin; Invitrogen), 


































































Abb. 6.25: Funktionsbestimmung der Lipase H gemessen an der Bildung des Produktes des fluorogenen 




















LIPH-Wildtyp-Proteins und dreier Mutanten in Relation zum leeren pcDNA3.1-Vektor 30 min nach Zugabe des 
Substrats. Mittelwerte ± SEM (n = 14). Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 





Es gibt eine Vielzahl von natürlichen und künstlich generierten Mausmutanten (MGI-
Datenbank), deren Analysen zum Verständnis der unterschiedlichsten Erkrankungen beige-
steuert haben. Da uns keine Hautbiopsien von Betroffenen zur Verfügung standen, könnten 
histologische Untersuchungen an P2ry5-Mausmutanten entscheidend zum Verständnis der 
Pathophysiologie von Hypotrichosis simplex beitragen. 
 
6.8.1 Sequenzanalyse des P2ry5-Gens einer wal-/--Maus 
 
Wie schon im Abschnitt 2.7.2 ersichtlich, stellen Mausmutanten, wie z. B. die lanceolate hair 
mouse, gute Modelle dar, um die Pathophysiologie von Haarerkrankungen zu verstehen. Es 
gibt eine Reihe von Mausmutanten, welche mit Defekten des Haarwachstums und Hypo-
trichosis einhergehen (Dsg3bal, Ctslfs, Egfrwa2; MGI Datenbank). Zur Identifizierung eines 
möglicherweise bereits bestehendes Mausmodell für die von uns untersuchte HS-Form 
wurden Mausmutanten in der Literatur und in Datenbanken gesucht, die Kopplung zum 
Lokus der syntenen chromosomalen Region der Maus zeigen. Das humane P2RY5 befindet 
sich auf Chromosom 13, das P2ry5-Gen liegt bei der Maus auf Chromosom 14. Bei der 
Analyse stellte sich heraus, dass die wal-/--Maus an den Genort angrenzt (MGI:98942). Die 
autosomal-rezessiv vererbte (noch nicht identifizierte) wal-Mutation entstand spontan in 
BALB/c-Mäusen im Jahre 1969 (Stolbovaya breeding nursery, Acadamy of Medical 
Sciences, UdSSR) und wurde zuerst von Sorokina und Blandova beschrieben (Sorokina & 
Blandova, 1980). Die ersten Anzeichen von welligem Fell treten bei wal-/--Mäusen im Alter 
von zwei Wochen auf. Etwa einen Monat nach dem ersten Haarwechsel kann eine Aus-
dünnung der Haare festgestellt werden und die Haarschäfte wachsen nur verkürzt nach und 
haben einen geringeren Durchmesser. Die Alopezie beginnt zwischen den Schulterblättern 
und breitet sich über den Rücken und die Seiten bis zum Abdomen aus. Im Alter von etwa 
zwei Monaten ist der Körper fast komplett haarlos, es verbleiben lange, wellige Haare an 
Schwanz und Kopf, speziell hinter den Ohren. Im Gegensatz zu den männlichen Tieren tritt 
bei den Weibchen die Alopezie in stärkerem Maße auf (Konyukhov et al., 2004). 





Um festzustellen, ob bei diesem Mausstamm eine Mutation im P2ry5-Gen für den Haar-
ausfall verantwortlich ist, wurde das gesamte Gen einschließlich der UTRs einer wal-/--Maus1 
sequenziert. Die verwendeten PCR- und Sequenzier-Primer können der Tab. 12.1.7 des 
Anhangs entnommen werden. Als Kontrolle wurde das P2ry5-Gen einer C57/BL6-Maus 
sequenziert und die Daten zusätzlich mit dem mouse genome browser der UCSC Datenbank 
verglichen. In der wal-/--Maus konnte keine Veränderung der Basenabfolge im Vergleich zur 
murinen Wildtyp-P2ry5-Sequenz festgestellt werden. 
 
6.8.2 Voruntersuchungen zur Generierung einer P2ry5-knockout-
Maus 
 
Da mittels Datenbank-Recherche kein Mausmodell für einen P2ry5-Gendefekt identifiziert 
werden konnte, wurde die Generierung einer P2ry5-knockout-Maus angestrebt. Vor der Her-
stellung des knockout-Konstrukts musste zunächst die Frage geklärt werden, ob bei der 
Maus eine ähnliche Expression von Lpa-Rezeptoren wie beim Menschen vorliegt (s. 
Abb. 6.19), damit ein P2y5-Ausfall nicht durch Lpa4 oder Lpa5 kompensiert werden kann. Zu 
diesem Zweck wurden 338 Tage alten C57/BL6-Wildtyp-Mäusen (P338) Haut und Haar-
follikel der Rückenhaut entnommen. Anschließend wurde die RNA isoliert und in cDNA 
umgeschrieben. Daraufhin konnte die Expression der Gene Lpa1-Lpa5 und P2ry5 untersucht 
werden. Als Kontrolle wurde zum einen genomische DNA und zum anderen die Expression 
von Gapdh untersucht. 
Es zeigte sich, dass alle untersuchten murinen Lpa-Rezeptoren (Lpa1-Lpa5 und P2ry5) in 
der Maushaut exprimiert sind. Im Gegensatz dazu konnte im murinen Haarfollikel zwar Lpa1-
Lpa3 und P2ry5-Expession nachgewiesen werden, nicht aber Lpa4- und Lpa5-Expression (s. 
Abb. 6.26). Das Expressionsprofil der murinen Lpa-Rezeptoren entspricht somit dem der 
humanen LPA-Rezeptoren, da P2ry5 als einziges Mitglied aus der Gruppe der Lpa-
Rezeptoren exprimiert ist, die Lpa4, Lpa5 und P2ry5 umfasst (s. Abb. 6.19 A und 6.20 B). 
  
 
                                                 
1 Die wal-/- DNA-Proben wurden freundlicherweise von Dr. Boris V. Konyukhov (Vavilov Institute of 
General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moskau, Russland) zur Verfügung gestellt. 





                                 
Abb. 6.26: Expression von Lpa-Rezeptoren und Gapdh in Haut und Haarfollikeln bei einer C57/BL6-Wildtyp 
Maus. Gezeigt ist die Expression von Lpa1-Lpa5 und P2ry5 an P338. Als Kontroll-Gen wurde Gapdh 
verwendet. Es ist zu erkennen, dass Lpa4 und Lpa5 im Gegensatz zu Lpa1, Lpa2, Lpa3 und P2ry5 nicht im 
murinen Haarfollikel exprimiert sind. Alle untersuchten Gene sind jedoch in Maushaut exprimiert. Bei 
Verwendung von genomischer DNA entstand aufgrund der Größe der Amplifikate kein PCR-Produkt für Lpa1 
und Lpa3, da sich Introns von 43 kb bzw. 48 kb in der zu amplifizierenden Sequenz befinden. 
 
 
6.8.3 Herstellung eines Plasmides zur Generierung einer P2ry5-
knockout-Maus 
 
Aus organisatorischen Gründen ist es uns nicht möglich, Hautbiopsien unserer Patienten aus 
Saudi-Arabien zu erhalten. Daher wäre eine P2ry5-knockout-Maus sehr hilfreich, um die 
Veränderungen des Haarfollikels, die durch einen P2y5-Ausfall entstehen, im Hautmodell 
histologisch untersuchen zu können. Aus diesem Grund wurde ein Plasmid hergestellt, das 
zur Generierung einer P2ry5-knockout-Maus verwendet werden soll. Hierfür wurde die 
kodierende P2ry5-Sequenz, inklusive des 3’-UTRs und des 5’-UTRs, des SV129-Maus-
stamms mittels PCR amplifiziert. Als Template für die PCRs wurden BAC-DNAs verwendet 
(BMQ-214N3 und BMQ-235D9, beide von der Firma Geneservice), da die zur Verfügung 
stehende SV129-DNA aus embryonalen Stammzellen nicht von ausreichender Qualität war. 
Durch die Primersequenzen wurde das PCR-Produkt beidseitig mit einer KpnI-Schnittstelle 
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12.2.1; PCR- und Sequenzier-Primer s. Anhang Tab. 12.1.7). Des Weiteren wurden ca. 3 kb 
große Fragmente der genomischen DNA, welche an den 3’-UTR und den 5‘-UTR angrenzen, 
amplifiziert und ebenfalls subkloniert. Dem 3’-Bereich wurde über die Primer beidseitig eine 
XhoI-Schnittstelle angefügt, dem 5’-Bereich analog je eine SalI-Schnittstelle (s. Anhang Tab. 
12.3.2). Anschließend wurden diese Fragmente über die entsprechenden Schnittstellen in 
den pDELBOY-Vektor umkloniert, welcher dann zur Generierung der knockout-Maus ver-
wendet werden kann (s. Abb. 6.27 und Anhang Abb. 12.2.5). 
 
Abb. 6.27: Schematische Darstellung des pDELBOY-Plasmides, welches zur Generierung der P2ry5-
knockout-Maus verwendet werden soll. Die Schnittstellen XhoI, KpnI und SalI sind einzigartig und können 
deshalb zur Klonierung verwendet werden. Über die XhoI-Schnittstelle wird ein ca. 3 kb großes Fragment der 
murinen 3’-Region des P2ry5 kloniert, über die SalI-Schnittstelle ein ebenfalls ca. 3 kb großes Fragment der 
murinen 5’-Region des P2ry5. Über die KpnI-Schnittstelle wird die gesamte kodierende Sequenz inklusive des 
3’-UTRs und des 5’-UTRs von P2ry5 kloniert. Diese Sequenz wird von loxP Stellen flankiert, so dass eine 
homologe Rekombination stattfinden kann. 
 
 
Der pDELBOY-Vektor2 wurde von Dr. Derrik J. Rossi (Rossi et al., 2001) hergestellt und 
besteht aus einem Bluescript-Backbone. Des Weiteren enthält er eine spezielle multiple 
cloning site, welche die Klonierung der drei für die homologe Rekombination erforderlichen 
Genspezifischen Sequenzen ermöglicht, eine frt-flankierte Neomyzin-Kassette unter dem 
Phosphoglycerat-Kinase-Promotor (PGK-neo) zur Positiv-Selektion, ein Herpes simplex 
Virus Thymidinkinase-Gen unter dem Phosphoglycerat-Kinase-Promotor (PGK-HSV-tk) als 
negativer Selektionsmarker und zwei Erkennungssequenzen der CRE-Rekombinase („lox-
                                                 
2 Das Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. Susanne Schoch-McGovern (Institut für 
Neuropathologie und Klinik für Epileptologie, Universitätsklinikum Bonn) zur Verfügung gestellt. 
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P“-Erkennungssequenzen). Dieses Konstrukt soll zur Generierung der knockout-Maus in 
embryonale Stammzellen eingebracht werden. Zellen, in denen das Targeting-Konstrukt 
erfolgreich integriert wurde, werden dann in Blastozysten des Mausstammes SV129 injiziert. 
In heterozygoten „gefloxten“ Mäusen wird durch eine Cre/loxP vermittelte Rekombination das 
Gen deletiert. Dies erfolgt durch ein Kreuzen der „gefloxten“ Mäuse mit CRE-exprimierenden 
Mauslinien. Es empfiehlt sich eine Gewebespezifische Expression, um eine mögliche 
Letalität zu umgehen. Um eine auf die Haut beschränkte Expression zu erhalten, kann die 
CRE-Expression z. B. unter die Kontrolle des Keratin 14-Promotors gebracht werden 
(Gebhardt et al., 2007). Eine andere Möglichkeit zum Zeit- und Gewebespezifischen 
knockout eines Gens bieten Liganden-abhängige Systeme, wie z. B. die Tamoxifen-
abhängige CRE-Rekombinase, die gute Resultate speziell in der Haut zeigte (Metzger & 
Chambon, 2001; Denton et al., 2009). 
Es wurde eine in-vitro Rekombination durchgeführt (s. Abb. 6.28), um zu überprüfen, ob das 
klonierte Konstrukt zur Generierung einer knockout-Maus tatsächlich geeignet ist. Hierzu 
wurde das Plasmid zunächst durch einen HindIII-Verdau linearisiert und anschließend einem 
CRE-Rekombinase-Verdau3 unterzogen. Nach jeweils 10 min wurde ein Aliquot entnommen 
und das Enzym durch eine Phenol-Chloroform-Aufreinigung entfernt. Die Produkte wurden 
danach auf ein 0,5 %iges TBE-Agarosegel aufgetragen und mittels Elektrophorese ihrer 
Größe nach aufgetrennt. 
 
                                                 
3 Ein Aliquot des aufgereinigten CRE-Enzyms wurde freundlicherweise von Dr. Michael Peitz (Institut 
für rekonstruktive Neurobiologie, Universität Bonn) zur Verfügung gestellt. 






Abb. 6.28: In-vitro CRE-Rekombinase-Verdau des P2ry5-knockout-Konstrukts. In den beiden äußeren 
Gelspuren sind unterschiedliche Marker zum Größenvergleich aufgetragen. In der dritten Gelspur ist das 
ungeschnittene Ausgangsplasmid aufgetragen, in den Spuren 4 bis 6 linearisierte Plasmide unterschiedlicher 
Größe und in der 7. Gelspur das linearisierte Ausgangsplasmid (*). In den Gelspuren 8 bis 13 ist das mit 
CRE-Rekombinase behandelte Plasmid nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten dargestellt. Sichtbar 
ist sowohl das 15,9 kb große Ausgangsplasmid als auch das 13,4 kb große Plasmid, aus welchem das P2ry5-
Gen durch homologe Rekombination herausgeschnitten wurde. 
 
 
In Abb. 6.28 ist zu erkennen, dass das P2ry5-Gen durch homologe Rekombination aus dem 
Plasmid durch die CRE-Rekombinase herausgeschnitten wird. Es entstehen somit zusätzlich 
zu dem 15,9 kb großen Ausgangsplasmid ein 13,4 kb und ein 2,5 kb großes DNA-Fragment. 
Aufgrund der Größe und Menge des 2,5 kb Fragments war dies im Gelbild nicht zu sehen. 
Folglich sind die LoxP-Stellen intakt und das Plasmid ist in-vitro funktionell. Der P2ry5-
knockout-Vektor soll anschließend zur Generierung einer knockout-Maus verwendet werden, 
die dann mit verschiedenen analytischen Verfahren phänotypisch und histologisch charak-
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7.1 Kopplungsanalyse, Einengung der Kandidatenregion und 
Identifizierung der ursächlichen Mutation 
 
Bislang sind noch nicht viele Gene bekannt, die ursächlich für Haarausfall oder 
Haarwachstumsstörungen sind. Die Erforschung von monogenen Alopezien ist besonders 
geeignet, um die Pathogenese und Pathophysiologie des Haarwachstums zu verstehen, da 
Gene identifiziert werden können, die spezifisch für diesen Prozess sind. In der vorliegenden 
Arbeit sollte deshalb eine autosomal-rezessive Form der Hypotrichosis simplex (HS) 
aufgeklärt werden. Zur Identifizierung des ursächlichen Gens war bereits vor Beginn der 
Doktorarbeit eine genomweite Kopplungsanalyse mit den DNA-Proben der untersuchten 
saudi-arabischen Familie durchgeführt worden. Hierbei konnte ein neuer Genort auf dem 
langen Arm von Chromosom 13 (13q14.11–13q21.33) mit einem maximalen LOD-Score von 
3,9 (θ=0,0) identifiziert werden (unveröffentlichte Daten von PD Dr. Regina C. Betz, 2003). 
Im Jahr 2007 wurde von einer pakistanischen Arbeitsgruppe der gleiche Genort (13q14.11–
13q21.32) in zwei großen pakistanischen HS-Familien beschrieben (Wali et al., 2007). Dies 
bestätigt unsere Kopplungs-Ergebnisse und legt nahe, dass das ursächliche Gen auch in 
anderen Bevölkerungsgruppen zur Entstehung einer Alopezie beiträgt. Wali et al. benannten 
den neuen Genort mit LAH3 (localized hereditary hypotrichosis 3) in Analogie zu den 
anderen beiden bekannten HS-Genen/Genorten, die von dieser Arbeitsgruppe mit LAH1 und 
LAH2 bezeichnet werden (DSG4/LAH1 und LIPH/LAH2; Jelani et al., 2008). Wie schon in 
der Einleitung erörtert (s. Kap. 2.6), gibt es bislang keine allgemeingültige Namensgebung 
zur Bezeichnung verschiedener Hypotrichosis-Formen. Die momentan verwendeten Begriffe 
umfassen unter anderem die Bezeichnungen hypotrichosis, hypotrichosis simplex, hereditary 
hypotrichosis und localized autosomal recessive hypotrichosis. Es besteht daher dringender 
Handlungsbedarf innerhalb der „Haar-Community“, sich auf eine Nomenklatur zu einigen und 
so die Zuordnung zu und Bezeichnung von Alopezieformen zu erleichtern und zu 
vereinheitlichen. 
Auf den Daten der Kopplungsanalyse aufbauend sollte die Region eingeengt werden, um die 
Zahl der zu untersuchenden Gene zu reduzieren. Hierzu wurden weitere Mikrosatelliten-
Marker in den Randbereichen der identifizierten Kandidatenregion auf Chromosom 13 mit 
den DNA-Proben der HS-Familie 1 typisiert. Auf diese Weise konnte die chromosomale 
Lokalisation der Rekombination, welche zur Festlegung der Kandidatenregion genutzt wird, 
eingegrenzt und somit die Kandidatenregion von 34 Mb auf 28 Mb eingeengt werden (s. Abb. 
6.1 und zum Vergleich Abb. 2.16). Infolgedessen konnte die Anzahl der möglichen 
Kandidatengene von 82 auf 64 reduziert werden. Bei Expressionsuntersuchungen in Haut 





und Haarfollikeln aller 64 Kandidatengene bei gesunden Kontrollpersonen konnte festgestellt 
werden, dass nur vier Gene nicht exprimiert sind. Diese Gene (EPSTI1, MLNR, KPNA3, 
GUCY1B2) konnten als Kandidatengene ausgeschlossen werden, da eine Involvierung in die 
Pathophysiologie der Erkrankung unwahrscheinlich ist, weil die entsprechenden Proteine in 
den untersuchten Geweben nicht gebildet werden. Die Anzahl der möglichen 
Kandidatengene konnte dadurch auf 60 reduziert werden. Anschließend wurde mit der 
Kandidatenanalyse begonnen und Individuum II:3 der HS-Familie 1 mittels Sequenzanalyse 
untersucht. Hierbei wurden zunächst solche Gene präferiert, die sich aufgrund ihrer Funktion 
der Haut- und Haarentwicklung oder -physiologie zuordnen ließen, wie z. B. Gene des 
Protocadherin-Gen-Clusters (PCDH8, PCDH9, PCDH17, PCDH20), die eine Rolle bei der 
Zell-Zell-Adhäsion spielen, oder ein mit dem Vitamin-D-Rezeptor interagierendes Protein 
(DRIP36/MED4), da Mutationen im Vitamin-D-Rezeptor für eine Form der Alopezie (Atrichia 
congenita) identifiziert wurden (Miller et al., 2001). Darüber hinaus wurden verschiedene 
Transkriptionsfaktoren sequenziert (FOXO1A, ELF1, TSC22D1, GTF2F2), da Mutationen im 
HR-Transkriptionsfaktor zur Atrichia congenita führen (Ahmad et al., 1998, Cichon et al., 
1998). Nachdem in keinem dieser Gene eine homozygote Mutation in der DNA des 
Individuums II:3 der HS-Familie 1 nachgewiesen werden konnte, wurden die Sequenzen der 
hypothetischen Proteine und Pseudogene in der Kandidatenregion analysiert, um 
charakteristische Strukturmotive zu finden. Es stellte sich heraus, dass ein putatives Protein 
(AK057244) Ähnlichkeit zu Trichohyalin zeigt. Bei Trichohyalin handelt es sich um ein 
Strukturprotein, das ausschließlich in der Haarwurzelscheide exprimiert wird. Allerdings 
konnte auch in AK057244 keine Mutation nachgewiesen werden, so dass daraufhin 
systematisch ein Gen nach dem anderen sequenziert werden mußte. Nachdem 37 Gene 
ausgeschlossen worden waren (s. Anhang Tab. 12.1.3), konnte schließlich eine C>T 
Transition (c.463C>T) im P2RY5-Gen identifiziert werden, welche mit dem 
Krankheitsphänotyp in der Familie kosegregiert. Die Mutation führt zu einem vorzeitigen 
Stoppkodon (CAGÆTAG) und somit zu einem trunkierten Protein (p.Gln155X). Anschließend 
wurden 16 weitere Familien und sporadische Fälle unseres HS-Patientenkollektivs, bei 
denen die Krankheitsursache bislang noch nicht identifiziert worden war, auf Mutationen im 
P2RY5-Gen geprüft. Bei der Sequenzanalyse konnte eine weitere Mutation in zwei ebenfalls 
aus Saudi-Arabien stammenden HS-Familien (HS-Familie 2 und HS-Familie 3) identifiziert 
werden. Bei dieser Mutation handelt es sich um eine 2 bp-Deletion (c.373_374delAA), 
welche eine Verschiebung des Leserasters zur Folge hat und nach 37 Missense-Amino-
säuren ebenfalls zur vorzeitigen Termination der Translation führt (p.Lys125AsnfsX37). Da 
die HS-Familien 2 und 3 die gleiche Mutation tragen, stellte sich die Frage, ob die beiden 
Familien miteinander verwandt sind und die Mutation somit auf eine Gründermutation 
(Foundermutation) zurückzuführen ist, oder ob beide Mutationen unabhängig voneinander 





entstanden sind. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden Haplotyp-Analysen mittels 
eng beieinander liegender genetischer Marker durchgeführt. Vier der untersuchten 
Mikrosatelliten-Marker wiesen die gleichen Allele in beiden Familien auf. Daher ist davon 
auszugehen, dass die Familien weitläufig miteinander verwandt sind und die Mutation auf 
einen gemeinsamen Vorfahren zurückzuführen ist (s. Abb. 6.4). Es handelt sich somit um 
einen so genannten Gründereffekt (Foundereffect). 
Um zu überprüfen, ob es sich bei den Sequenzveränderungen um Polymorphismen handeln 
könnte, wurde die entsprechende Sequenz des P2RY5-Gens in 303 Kontroll-DNA-Proben 
sequenziert, die 184 Deutsche und 119 Individuen aus dem Nahen Osten umfassten. Hierbei 
konnte keine der beiden Sequenzveränderungen in den Kontrollen nachgewiesen werden. 
Dies spricht – neben der Tatsache, dass es sich um Stopp-Mutationen handelt, die einen 
Abbruch des Proteins bewirken und somit meist Krankheitsverursachend sind – für 
Pathogenität. Diese konnte auch in den darauf durchgeführten funktionellen Untersuchungen 
bewiesen werden (s. Kap. 7.2 und folgende Kapitel). 
 
7.2 Expression von P2RY5 und anderen LPA-Rezeptoren 
 
Die Expression von P2RY5 und zwei Kontrollgenen (KRT15 und GAPDH) wurde zunächst in 
17 unterschiedlichen humanen Geweben und Zellen unter Verwendung von kommerziellen 
cDNA-panels untersucht. P2RY5-mRNA lag in allen untersuchten Geweben vor, wenn auch 
teilweise nur in geringen Mengen (s. Abb. 6.5). Zur Verifizierung dieses Befundes und zur 
Analyse einer größeren Anzahl von Geweben, wurden Array-basierte Untersuchungen zur 
P2RY5-Expression mit dem Multiple Tissue Expression (MTE) Array 3 durchgeführt. Hierbei 
zeigte sich ebenfalls eine schwache, aber ubiquitäre Expression des untersuchten Gens (s. 
Abb. 6.6). Darüber hinaus wurde auch RNA aus Haut und Haarfollikeln verschiedener 
Körperregionen (Kopfhaar und Augenbrauen, s. Abb. 6.19) extrahiert und nach erfolgter 
cDNA-Synthese die P2RY5-Expression nachgewiesen. Diese Befunde stehen in Einklang 
mit anderen Studien, welche die ubiquitäre Expression von verschiedenen LPA-Rezeptoren 
gezeigt haben (Anliker & Chun, 2004). Es stellt sich uns die Frage, warum die Mutation in 
einem Rezeptor, der ubiquitär exprimiert ist, einen nur auf das Kopfhaar beschränkten 
Phänotyp verursacht. 
Zur Beantwortung dieser Frage war die Identifizierung des P2Y5-Liganden von essentieller 
Bedeutung. Gemäß Kap. 6.7.1 konnte gezeigt werden, dass der P2Y5-Rezeptor durch LPA 
aktiviert wird. Folglich handelt es sich beim untersuchten Protein um einen LPA-Rezeptor. 
Die Gruppe der LPA-Rezeptoren umfasste bislang fünf Mitglieder (Hecht et al., 1996; An et 
al., 1998; Bandoh et al., 1999; Noguchi et al., 2003; Lee et al., 2006). Diese wurden als 





LPA1-5 bezeichnet, vor kurzem jedoch in LPAR1-5 (lysophosphatidic acid receptor 1-5) 
umbenannt. Auch der P2Y5-Rezeptor wurde nach der Identifizierung als LPA-Rezeptor 
analog in LPAR6 (lysophosphatidic acid receptor 6) umbenannt. Der Einfachheit halber 
bleibe ich jedoch in der vorliegenden Arbeit weiterhin bei der alten Schreibweise. Des 
Weiteren wurde unlängst postuliert, dass zwei weitere Rezeptoren, GPR87 und P2Y10 
(Tabata et al., 2007; Murakami et al., 2008), Rezeptoren für LPA sind. 
Zur Untersuchung der Expression der verschiedenen humanen LPA-Rezeptoren wurde die 
mRNA aus Haarfollikel-Zellen unterschiedlicher Körperregionen untersucht (s. Kap. 6.7.2). 
Hierbei zeigte sich, dass in Haarfollikel-Zellen, die aus okzipitaler Kopfhaut isoliert wurden, 
die Gene LPA1, LPA2, LPA3 und P2RY5 exprimiert sind, nicht jedoch LPA4 und LPA5. 
Aufgrund der entfernten phylogenetischen Verwandtschaft (s. Abb. 6.20 B), der geringen 
Sequenzhomologie (s. Abb. 6.18), der Second Messenger-Aktivierung und des unter-
schiedlichen Signaltransduktionsmechanismus (Übersicht in Meyer zu Heringdorf & Jakobs, 
2007) ist davon auszugehen, dass LPA1-3 einen Funktionsverlust des P2Y5-Proteins nicht 
kompensieren können. Es ist aber anzunehmen, dass die stark homologen Proteine LPA4 
und LPA5, die zusammen mit P2Y5 eine Subgruppe von LPA-Rezeptoren bilden, einen 
P2Y5-Funktionsverlust ausgleichen könnten. Diese beiden Proteine sind jedoch nicht in 
Haarfollikel-Zellen der Kopfhaut exprimiert (s. Abb. 6.19). 
In Haarfollikel-Zellen von Augenbrauen hingegen konnte zusätzlich zur P2RY5-Expression 
auch eine LPA5-Expression nachgewiesen werden (s. Abb. 6.19). Wahrscheinlich sind diese 
beiden Proteine redundant in ihrer Funktion und LPA5 übernimmt die Funktion des 
mutierten, funktionslosen P2Y5-Proteins. Diese Vermutung steht in Einklang mit dem 
normalen Erscheinungsbild der Augenbrauen bei allen bis auf einen Betroffenen der HS-
Familie 1, der eine leichte Ausdünnung der Augenbrauen aufweist (Al Aboud et al., 2002). 
Leider standen uns von den Betroffenen keine Haarfollikel-Zellen zur Verfügung, so dass wir 
nicht überprüfen konnten, ob bei dieser Person tatsächlich eine abgeschwächte LPA5-
Expression in Haarfollikel-Zellen der Augenbrauen vorliegt, was dessen Phänotyp erklären 
würde. Die Hypothese, dass LPA4, LPA5 und P2Y5 redundant in ihrer Funktion sind, lässt 
vermuten, dass in allen anderen Geweben, in denen die P2Y5 vermittelte LPA-Signalgebung 
eine Rolle spielt, zusätzlich entweder LPA4, LPA5 oder ein bislang unbekannter LPA-
Rezeptor exprimiert ist. Ein Beispiel hierfür ist die Expression von LPA4 und LPA5 in Haut 
und Lymphozyten (s. Abb. 6.19). Weitere Gewebe wurden in der vorliegenden Arbeit nicht 
untersucht. Es konnte jedoch bereits von anderen Gruppen gezeigt werden, dass diese 
Rezeptoren in einer Vielzahl von Geweben exprimiert werden (Noguchi et al., 2003; Kotarsky 
et al., 2006; Lee et al., 2006). Dies würde auch erklären, warum die Patienten – abgesehen 
vom Haarausfall – keine weiteren Auffälligkeiten zeigen. 





Ferner wurden die putativen LPA-Rezeptoren GPR87 (Tabata et al., 2007) und P2Y10 
(Murakami et al., 2008) auf Expression in Haarfollikeln und Haut untersucht. P2Y10 zeigte 
keine Expression in Haarfollikel-Zellen der Kopfhaut, GPR87 hingegen schon (s. Abb. 6.20 
A). Da GPR87 nur entfernt mit P2Y5 verwandt ist (s. Abb. 6.20 B), ist es wahrscheinlich, 
dass dieser Rezeptor eine andere Funktion und Wirkungsweise hat und den P2Y5-
Funktionsverlust in den HS-Patienten nicht kompensieren kann. 
 
7.3 Protein-Analysen des P2Y5-Proteins 
7.3.1 Western-Blot-Analysen 
 
Bei der Western-Blot-Analyse handelt es sich um eine biochemische Methode aus dem 
Bereich der Proteomik, die zum Nachweis von Proteinen (Antigenen) mit Hilfe markierter 
Antikörper dient. Mit dieser Technik können Aussagen über das ungefähre Molekulargewicht 
der Proteine gemacht werden oder auch semiquantitative Analysen zum Vorhandensein 
eines Proteins in bestimmten Proben durchgeführt werden. Sie bietet somit unter anderem 
die Möglichkeit durch Auswahl spezifischer Antikörper Proteinveränderungen nachzuweisen, 
die auf Gen-Mutationen beruhen. 
Zur Detektion des P2Y5-Rezeptors im Western-Blot wurden verschiedene polyklonale 
Antikörper gegen P2Y5 verwendet (SP4556P, sc-20126 und sc-31503). Laut den 
Informationen der jeweiligen Hersteller sollte sc-31503 an die zweite extrazelluläre Domäne 
des P2Y5-Proteins binden, sc-20126 an eine Peptidkette zwischen den Aminosäuren 121-
180 und SP4556P an die C-terminale Domäne. Mit diesen Antikörpern sollte der P2Y5-
Rezeptor in immortalisierten Lymphozyten von Individuen der HS-Familie 3 nachgewiesen 
werden. Diese Zellen tragen die c.373_374delAA-Mutation (p.Lys125AsnfsX37), welche zum 
Frameshift und somit zu einer Veränderung der Aminosäuresequenz ab Position 125 führt. 
Expressionsanalysen verschiedener LPA-Rezeptoren haben gezeigt, dass P2RY5-mRNA in 
Lymphozyten vorliegt, dementsprechend sollte das Protein in diesen Zellen synthetisiert 
werden (s. Abb. 6.5 und 6.19). Für die Experimente wurden Zellen von den Individuen IV:1 
(Indexpatient; c.373_374delAA hom.), IV:2 (gesunder Bruder des Indexpatienten; Wildtyp) 
und III:21 (Mutter des Indexpatienten; c.373_374delAA het.) verwendet. Es ist 
wahrscheinlich, dass alle drei Antikörper nur das P2Y5-Wildtyp-Protein und nicht das 
trunkierte Protein detektieren, wobei es nicht auszuschließen ist, dass sc-20126 an die 
Aminosäuren 121-124 binden könnte (s. Abb. 7.1). Folglich sollte in Probe IV:2 nur das 
Wildtyp-Protein nachweisbar sein. In Probe III:21 liegt die Mutation im heterozygoten 
Zustand vor. Hier sollte die halbe Dosis des Wildtyp-Proteins und evtl. das trunkierte Protein 
bei Verwendung des Antikörpers sc-20126 nachweisbar sein. In Probe IV:1 sollte kein P2Y5-





Protein bzw. im Fall von sc-20126 evtl. das trunkierte Protein nachweisbar sein. Da bei 
keinem der verwendeten Antikörper ein Unterschied im Bandenmuster der drei untersuchten 
Proben zu erkennen war, muss davon ausgegangen werden, dass die Antikörper 
unspezifisch sind und nicht zum Nachweis von P2Y5 verwendet werden können. Dafür 
spricht auch, dass kein Bandenmuster der verschiedenen Antikörper mit einem der anderen 
übereinstimmte (s. Abb. 6.10 A-C). Somit wurden jeweils unterschiedliche Proteine durch 
Antikörper nachgewiesen, die alle gegen ein und dasselbe Protein gerichtet hätten sein 
sollen. Als Erklärung für die Unspezifität der erworbenen P2Y5-Antikörper könnte die hohe 
Homologie innerhalb der Gruppe der LPA-Rezeptoren dienen (s. Abb. 6.18 und 6.20 B). Des 
Weiteren handelt es sich bei den P2Y5-Antikörpern nicht um monoklonale Antikörper, die 
von einer klonalen B-Lymphozyten-Zelllinie produziert wurden und die sich gegen ein 
einzelnes Epitop richten. Vielmehr handelt es sich um polyklonale Antikörper, die sich gegen 
verschiedene Epitope richten und somit auch andere LPA-Rezeptoren oder G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren mit ähnlichen Sequenzmotiven detektieren könnten. 
 
  A                                                     B                                                      C      
  Wildtyp                                                         p.Lys125AsnfsX37                                       p.Gln155X 
Abb. 7.1: Schematische Darstellung des P2Y5-Wildtyp-Rezeptors (A) und der Mutanten p.Lys125AsnfsX37 
(B) und p.Gln155X (C). Die Transmembran-Domänen sind durch rote Säulen gekennzeichnet und die 
Missense-Aminosäuren in p.Lys125AsnfsX37 als dünne rote Linie. Des Weiteren sind die extra- und 
intrazellulären Domänen (ED/ID), sowie der N- und C-Terminus erkennbar. Im Wildtyp-Protein sind die 
Epitope durch Pfeile gekennzeichnet, welche durch die Antikörper sc-31503, sc-20126 und SP4556P 
detektiert werden sollen. Diese Abbildung macht deutlich, dass die verwendeten Antikörper nur zur Detektion 
des P2Y5-Wildtyp-Proteins und nicht zur Detektion des p.Lys125AsnfsX37-Proteins genutzt werden können, 
da die zweite extrazelluläre Domäne nicht vorhanden ist. 
 
 
Zur Lösung dieses Problems wurden Wildtyp und Mutanten in den pcDNA3.1-Vektor 
einkloniert und N-terminal mit einem V5-Epitop fusioniert. Anschließend wurden COS7-
Zellen transient mit den Konstrukten transfiziert und P2Y5 durch einen monoklonalen V5-
Antikörper detektiert. Die Immundetektion erfolgte mittels einer Kombination aus einem 
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Standard Western-Blot-Protokoll und dem WesternBreeze® Chemiluminescent Immuno-
detection System von Invitrogen (s. Kap. 5.3.2). Hiermit konnten sowohl P2Y5-Wildtyp als 
auch die Mutanten erstmalig nachgewiesen werden (s. Abb. 6.10 D). Aufgrund der Höhe der 
Banden lässt sich für das P2Y5-Wildtyp-Protein ein Molekulargewicht von ca. 30 kDa und für 
die beiden trunkierten Proteine ein Molekulargewicht von ca. 15 und 17 kDa bestimmen. 
Zusätzlich wurden höhermolekulare Banden im Blot beobachtet, welche auf Homo- oder 
Heteromere zurückzuführen sein könnten. Die Dimerisierung und Oligomerisierung von G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren ist vielfach beschrieben (Gomes et al., 2001; Milligan, 
2004), ebenso wie ihre Fähigkeit, Hitze- und SDS-resistente Komplexe auszubilden, welche 
dann Banden auf den entsprechenden Höhen in SDS-PAA Gelen zeigen (Nimchinsky et al., 
1997). Höchst wahrscheinlich spielen die Dimerisierung und Multimerisierung eine Rolle bei 
der Ligandenbindung und der Modulation der Rezeptor-Funktion, wie es für andere 
Rezeptoren gezeigt werden konnte (Maggio et al., 2003). Die Dimerisierung kann aber auch 
durch den Liganden selbst hervorgerufen werden (Falsone et al., 2001; Brooks et al., 2008). 
Da COS7-Zellen verschiedene Lipasen wie LIPH und LIPC exprimieren (Daten nicht 
gezeigt), ist es wahrscheinlich, dass sie endogenes LPA enthalten, welches die Rezeptor-
Dimerisierung hervorrufen kann. Möglicherweise handelt es sich bei den Komplexen auch 
um Artefakte, welche durch die Überexpression im heterologen Zellsystem zustande 
kommen. Dagegen spricht, dass die Menge von anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, 
wie z. B. die des dimerisierten β2-Adrenorezeptors, über einen breiten Bereich von 
Expressionsleveln unverändert bleibt (Mercier et al., 2002). 
Fast alle G-Protein-gekoppelten Rezeptoren werden durch Phosphorylierung reguliert 
(Lohse, 1993; Tobin, 2008). Unterschiedliche Phosphorylierungszustände der Proteine 
könnten ebenfalls für die unterschiedlichen Banden im Western-Blot verantwortlich sein. 
Erste Anhaltspunkte hierfür könnten durch Analysen mit Antikörpern gegen spezifische 
Phosphoproteine gewonnen werden. Außerdem wäre es möglich, dass die Überexpression 
zum Abbau eines Teils der Proteine führt. Die unterschiedlich hohen Banden könnten in 
diesem Fall ubiquitinierte P2Y5-Proteine darstellen. Diese Hypothesen wurden im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiter untersucht. 
Darüber hinaus ist die Möglichkeit in Betracht zu ziehen, dass in den immortalisierten 
Lymphozyten der HS-Familie 3 nicht ausreichend P2Y5-Protein vorlag, weshalb dieses nicht 
durch die verwendeten P2Y5-Antikörper detektiert werden konnte. Zur Überprüfung dieser 
Hypothese wurden die Antikörper zudem an Zelllysaten aus transfizierten COS7-Zellen 
angewendet, bei denen die Proteine durch Anwendung des V5-Antikörpers bereits nach-
gewiesen werden konnten. Auch hier konnten die P2Y5-Antikörper weder an das Wildtyp-
Protein noch an die Mutanten binden. Sie zeigten weiterhin ein identisches Bandenmuster 
bei den drei Proben (s. Abb. 6.10 E), abweichend von dem bei Verwendung des V5-





Antikörpers (s. Abb. 6.10 D). Eine Detektion von endogenen P2Y5-Rezeptoren in COS7-
Zellen ist zwar möglich, allerdings konnten ähnliche Bandenmuster bei Patienten-Lympho-
zyten gezeigt werden, die nur P2Y5-Wildtyp (IV:2) oder Mutante (IV:1) exprimieren. Die 
naheliegendste Erklärung ist daher, dass die unspezifischen Banden bei Verwendung der 
P2Y5-Antikörper auf der Detektion anderer LPA-Rezeptoren beruhen, da diese eine hohe 
Homologie zueinander aufweisen (s. Abb. 6.18 und 6.20 B). Diese Untersuchungen zeigen 
folglich, dass die drei polyklonalen Antikörper den P2Y5-Rezeptor nicht spezifisch detek-
tieren. Shimomura et al. (2008) verwenden in ihren Western-Blot-Analysen ebenfalls die 
polyklonalen P2Y5-Antikörper sc-31503 (Shimomura et al., 2008) und SP4556P (persönliche 
Mitteilung von Dr. Shimomura). Aufgrund fehlender Kontrollen postulieren sie wahrscheinlich 
fälschlicherweise ein Molekulargewicht von 55 kDa. 
 
7.3.2 In-vitro Transkription/Translation 
 
Die in-vitro Transkription und Translation wurde als weitere Methode angewendet, um die 
Ergebnisse der Protein-Analysen zu verifizieren. Bei dieser Technik handelt es sich um ein 
zellfreies System zur Herstellung von Proteinen anhand einer DNA-Matrize, wobei keine 
posttranslationalen Modifikationen durchgeführt werden. Die Proteine werden durch Zugabe 
von L-[35S]-Methionin radioaktiv markiert, mittels SDS-Page aufgetrennt und nach Trocknung 
des Gels über Autoradiographie nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurden für die Western-
Blot-Analysen Proteinlysate aus transient transfizierten COS7-Zellen isoliert und die Proteine 
nach SDS-Page und Proteintransfer auf eine Membran mittels Antikörpern nachgewiesen. 
Mit Hilfe der in-vitro Transkription und Translation konnten das P2Y5-Wildtyp-Protein und die 
trunkierten Proteine p.Gln155X und p.Lys125AsnfsX37 eindeutig nachgewiesen werden. 
Außerdem konnte die Anzahl der im Western-Blot aufgetretenen zusätzlichen Banden stark 
reduziert werden (s. Abb. 6.11). Daraus lässt sich schließen, dass es sich bei den 
zusätzlichen Banden in den Western-Blot-Analysen sehr wahrscheinlich um posttranslational 
modifizierte Proteine oder SDS-resistente Di- bzw. Multimere handelt. So könnte ein Teil der 
zellulären Antworten des P2Y5-Rezeptors durch Heterodimere, bestehend aus P2Y5 und 













Mittels Immunfluoreszenz-Analyse kann die subzelluläre Lokalisation von Proteinen durch 
entsprechende Fluoreszenz-markierte Antikörper in einer Zelle dargestellt werden. Durch 
zusätzliche Anwendung von ebenfalls Fluoreszenz-markierten Antikörpern gegen Protein-
marker für bestimmte Zellkompartimente kann eine Kolokalisation dargestellt und somit das 
zelluläre Kompartiment des untersuchten Proteins ermittelt werden. Es war zu vermuten, 
dass das P2Y5-Wildtyp-Protein als Membranprotein in der Zellmembran lokalisiert ist. 
Untersuchungen mittels V5- und Cadherin-Antikörpern, einem Marker für Zellmembranen, 
zeigten, dass das Wildtyp-Protein in der Zellmembran von transient transfizierten COS7-
Zellen lokalisiert ist (s. Abb. 6.12 A). Nach Färbung der Mutanten mit einem V5-Antikörper 
konnte eine netzartige Stuktur detektiert werden, welche sich an den Zellkern anlagert und 
Teile des Zytoplasmas durchzieht. Dies deutet darauf hin, dass die trunkierten P2Y5-
Proteine im ER lokalisiert sein könnten. Mittles Kofärbung durch einen PDI-Antkörper – 
einem Marker für das ER – konnte bewiesen werden, dass die P2Y5-Mutanten im ER 
akkumulieren (s. Abb. 6.12 B und C). In Übereinstimmung mit Arbeiten an anderen mutierten 
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zeigen diese Ergebnisse, dass der Membrantransport 
der trunkierten Proteine gestört ist (Cogé et al., 1999). Folglich können die P2Y5-Mutanten 
das extrazelluläre Signalmolekül nicht binden, welches sich normalerweise an den in der 
Membran sitzenden G-Protein-gekoppelten Rezeptor anlagert und diesen aktiviert. 
Demzufolge kann auch die Signaltransduktionskaskade nicht in Gang gesetzt werden, so 
dass davon auszugehen ist, dass die Mutanten nicht funktionell sind. 
 
7.4 Identifizierung des P2Y5-Liganden 
 
Bei dem P2Y5-Protein handelt es sich um ein 7-Transmembran-Domänen-Protein (s. Abb. 
6.8 und 6.9). Dies legt die Vermutung nahe, dass P2Y5 zur Superfamilie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehört. Hierbei handelt es sich um Makromoleküle, welche die 
Aufgabe haben, einen biologischen Wirkstoff, den so genannten Liganden, an sich zu 
binden. Diese Bindung wird in einen Effekt, also eine Änderung der Zellfunktion, umgesetzt. 
Im Fall der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren geschieht dies – wie der Name schon sagt – 
über Bindung an G-Proteine, welche in die meisten Signalwege der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren eingebunden sind und die intrazelluläre Signaltransduktionskaskade in Gang 
setzen. 
Ursprünglich wurde berichtet, dass der P2Y5-Rezeptor extrazelluläre Nukleotide als 
Liganden binde (Webb et al., 1996). Daher leitet sich auch der Name G protein-coupled 
purinergic receptor P2Y5 ab. In weiteren Untersuchungen konnte dies jedoch nicht bestätigt 





werden (Li et al., 1997; von Kügelgen, 2006). Somit handelte es sich um einen Rezeptor mit 
bislang unbekannter Funktion und unbekanntem Liganden, der deshalb als so genannter 
Orphan-Rezeptor bezeichnet wurde. Aus diesem Grund war es sowohl für das Verständnis 
der Wirkungsweise des Rezeptors und der Pathophysiologie von HS als auch im Hinblick auf 
eine Wirkstoffentwicklung für therapeutische Anwendungen von enormer Bedeutung, den 
endogenen Liganden zu identifizieren. Diese Arbeiten wurden von Prof. Ivar von Kügelgen 
ausgeführt. Zur Identifizierung eines Liganden stehen verschiedene Möglichkeiten zur 
Verfügung (Siehler, 2008; Yin et al., 2009). Prof. von Kügelgen entschied sich für den CRE-
Luziferase Reportergen-Assay. Hierbei handelt es sich um eine sensitive und einfache 
Methode, Änderungen der cAMP-Konzentration nach Zugabe eines potentiellen Liganden 
über Reportergen-Aktivierung und Lichtemission der Luziferase zu messen. Grundvoraus-
setzung für die erfolgreiche Suche des Liganden ist ein Einfluss des aktivierten Rezeptors 
auf Änderungen der Promotoraktivität, im Falle des CRE-Promotors in der Regel durch 
Änderungen der zellulären cAMP-Konzentration durch Kopplung an die entsprechenden G-
Proteine (s. auch Kap. 7.6). Dies traf auf den P2Y5-Rezeptor zu und so wurden keine 
weiteren Assays durchgeführt, die andere Second Messenger detektieren. 
Mit Hilfe des Reportergen-Assays wurden zwanzig verschiedene Substanzen in unter-
schiedlichen Konzentrationen getestet (s. Anhang Tab. 12.1.4). Dabei konnte oleoyl-L-α-
Lysophosphatidsäure (LPA) als Ligand des P2Y5-Rezeptors identifiziert werden. Nach 
Zugabe von unterschiedlichen Substanzmengen für 3 h zeigte sich eine konzentrations-
abhängige Aktivierung der Luziferase und somit des P2Y5-Rezeptors (s. Abb. 6.13). Für 
Kontroll-Experimente wurden Flp-In-CHO-Zellen stabil mit dem humanen P2Y12-Rezeptor 
transfiziert. Hierbei handelt es sich um einen Gi-gekoppelten Rezeptor, der durch ADP 
aktiviert wird. Er wird auf der Oberfläche von Thrombozyten exprimiert und ist an der 
Regulation der Blutgerinnung beteiligt (Hollopeter et al., 2001). Als weitere Negativ-Kontrolle 
wurden Flp-In-CHO-Zellen stabil mit dem trunkierten P2Y5-Protein p.Lys125AsnfsX37 
transfiziert. LPA-Gabe führte in beiden Zelllinien zu keinem Effekt (s. Abb. 6.15 A und B). 
Infolgedessen wird die gemessene Luziferase-Aktivität durch den rekombinanten P2Y5-
Wildtyp-Rezeptor und nicht durch einen endogenen Rezeptor vermittelt. Darüber hinaus wird 
deutlich, dass die p.Lys125AsnfsX37-Mutation nicht nur zu einer Verringerung, sondern zu 
einer vollständigen Elimination der P2Y5-Aktivität führt. Die gemessene Luziferase-Aktivität 
nach LPA-Gabe ist sowohl mit der Lösungsmittel-Kontrolle, als auch mit der Luziferase-
Aktivität von P2Y12-transfizierten Zellen vergleichbar. Folglich kann entweder keine 
Ligandenbindung an den trunkierten Rezeptor stattfinden oder das in die Signalgebung 
involvierte G-Protein kann nicht an den Rezeptor binden. Beides hat zur Folge, dass die 
Signaltransduktion unterbrochen wird. Immunfluoreszenz-Analysen haben bereits gezeigt, 
dass die trunkierten Proteine nicht in der Zellmembran, sondern im ER lokalisiert sind (s. 





Abb. 6.12 B und C). Folglich ist davon auszugehen, dass der Ligand nicht an den Rezeptor 
binden kann. Ferner stellt sich aber die Frage, ob die Mutanten prinzipiell in der Lage sind, 
LPA zu binden. Hierzu wurden Liganden-Bindungsstudien von Prof. Ivar von Kügelgen und 
Prof. Gerhard J. Molderings durchgeführt, die außerdem zur Verifizierung der LPA-Bindung 
dienen können. Bei den an HEK-Zellen durchgeführten Bindungsstudien zeigte sich, dass 
sowohl P2Y5-Wildtyp als auch beide trunkierten Rezeptoren in der Lage sind, LPA als 
Liganden zu binden (Pasternack et al., 2008). 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren durchspannen die Plasmamembran in Form von sieben α-
Helices. Liganden können in eine Vertiefung, die die sieben α-Helices durch ihre Anordnung 
bilden, auf der extrazellulären Seite des Rezeptors binden, oder auch an eine N-terminale 
Liganden-Bindungs-Domäne (Chauhan et al., 2005). Untersuchungen am LPA1-Rezeptor 
haben erkennen lassen, dass die Transmembran-Domäne 3 eine essentielle Rolle bei der 
Ligandenbindung spielt (Wang et al., 2001). Die Ligandenbindung könnte also möglicher-
weise auch im Falle des P2Y5-Rezeptors durch diese Domäne vermittelt werden, welche 
sowohl beim Wildtyp als auch bei den Mutanten p.Gln155X und p.Lys125AsnfsX37 
vorhanden ist (s. Abb. 6.9 und 7.1). Um Näheres zur Ligandenbindung zu erfahren, könnten 
in zukünftigen Experimenten spezifische Sequenzmotive des Rezeptors durch Mutagenese 
verändert und dann die Ligandenbindung untersucht werden. 
 
7.5 Versuche zur LPA-Signaltransduktion 
 
Die Identifizierung des P2Y5-Liganden LPA trägt fundamental zum Verständnis der 
Pathophysiologie von HS bei. LPA stellt das Bindeglied zwischen zwei autosomal-rezessiv 
vererbten HS-Formen dar, die durch Mutationen im LIPH- und P2RY5-Gen verursacht 
werden. LIPH kodiert das Enzym Lipase H (LIPH), eine membrangebundene Phospholipase. 
Phospholipasen stellen aus Phosphatidsäure (PA) Lysophosphatidsäure (LPA) und eine freie 
Fettsäure her. Die genaue physiologische Funktion von LIPH oder dessen Metaboliten beim 
Haarwachstum wurde jedoch bislang nicht weiter untersucht und blieb somit ungeklärt. 
Aufgrund der neuen Erkenntnisse zum P2Y5-Protein ist es höchst wahrscheinlich, dass die 
Lipase H aus Phosphatidsäure unter Abspaltung einer Fettsäure LPA herstellt, welche dann 
wiederum den P2Y5-Rezeptor aktiviert (s. Abb. 7.2). 
  





Abb. 7.2: Schematische Darstellung des LPA-Signaltransduktionsweges über den P2Y5-Rezeptor. Das 
Enzym Lipase H wandelt Phosphatidsäure unter Abspaltung einer Fettsäure in LPA um, woraufhin dieses den 
G-Protein-gekoppelten Rezeptor P2Y5 aktiviert. Nach Aktivierung des heterotrimeren intrazellulären G-
Proteins könnte es zur Aktivierung der Adenylatzyklase kommen und über bislang noch nicht genau definierte 




Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neuer Assay 
entwickelt. Hierbei wurde der Luziferase-Assay durch einen vorgeschalteten Versuch 
erweitert, bei dem in LIPH-transfizierten Flp-In-CHO-Zellen (Wildtyp und verschiedene 
Mutanten: c.527_628del, c.403_409dup und c.280_369dup) aus dem Substrat Phosphatid-
säure unter Abspaltung einer Fettsäure LPA synthetisiert wird. Der Zellüberstand dieser 
Zellen wird dann auf P2Y5- und CRE-luc-exprimierende Zellen gegeben. Nach dreistündiger 
Inkubation wird die Aktivierung der Luziferase mittels Lumineszenzmessung bestimmt. 
Hierbei zeigte sich, dass der Zellüberstand von Zellen, welche das LIPH-Wildtyp-Protein 
exprimieren, signifikant mehr P2Y5-Rezeptor-Aktivierung im Reportergen-Assay aufweisen 
als Zellüberstände von Zellen, die mit den mutierten LIPH-Konstrukten transfiziert wurden. 
Letztere zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied sowohl im Vergleich zu Zellen, 
die mit dem Leervektor transfiziert wurden, als auch im Vergleich zu Zellen, die nicht mit 














Zur Verifizierung dieses Befundes wurde eine Bestimmung der Lipase H-Enzymfunktion von 
LIPH-exprimierenden Zellen mittels PED-A1, einem fluorogenen Phospholipase-Substrat, 
durchgeführt. PED-A1 dient eigentlich zur Messung der Enzymaktivität von Phospholipase 
A1 (PLA1). Aufgrund der Ähnlichkeit von LIPH zu PLA1, im Vergleich zu anderen Mitgliedern 
der Triglycerid-Lipase-Familie (Jin et al., 2002), wurde eine ähnliche Substratspezifität 
angenommen. Wie in Abb. 6.23 zu erkennen ist, konnten die Ergebnisse des erweiterten 
Luziferase-Assays bestätigt werden. Hierbei unterscheidet sich das LIPH-Wildtyp-Protein 
statistisch signifikant sowohl vom Leerplasmid als auch von allen drei untersuchen LIPH-
Mutanten. Dieser Effekt ist nach 10 min, 30 min und 2 h nachweisbar, wobei die 
Unterschiede von Wildtyp zu Leerplasmid und allen drei Mutanten nach 30 min am 
deutlichsten sind. Messungen mittels bis-BODIPY® FL C11-PC, welches laut Hersteller-
angaben zur Messung der PLA1- und PLA2-Aktivität genutzt werden kann, bestätigten diese 
Ergebnisse nicht. Dies ist wahrscheinlich auf eine unzureichende oder nicht vorhandene 
Substratspezifität von LIPH gegenüber bis-BODIPY® FL C11-PC zurückzuführen (s. Abb. 
6.25). 
Zusammenfassend dienen die erweiterten Luziferase-Assays und die Experimente mittels 
PED-A1 als pharmakologischer und biochemischer Nachweis, dass die Lipase H und der 
P2Y5-Rezeptor dem gleichen Stoffwechselweg angehören. Ferner kann die Aussage 
getroffen werden, dass auf die Umsetzung von Phosphatidsäure zu LPA durch die Lipase H 
direkt die Aktivierung des G-Protein-gekoppelten Rezeptors P2Y5 folgt (s. Abb. 7.2). Über 
die Funktion und Wirkung dieser beiden molekularen Komponenten des LPA-Signaltrans-
duktionsmechanismus herrscht nun weitgehend Klarheit. Zukünftig müssen weiterführende 
Untersuchungen durchgeführt werden um zu verstehen, wie diese Vorgänge zeitlich und 
räumlich im Haarfollikel koordiniert werden und welche Rolle sie im Gesamtkontext des 
Organismus spielen. 
 
7.6 Welches G-Protein könnte in die Signaltransduktion involviert 
sein? 
 
Nach der Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors durch einen Liganden findet 
eine Konformationsänderung des Rezeptors statt. Diese hat eine Aktivierung des intrazellulär 
gebundenen heterotrimeren G-Proteins zur Folge, wodurch es zu einem Austausch von GDP 
durch GTP an der Gα-Untereinheit und zur Dissoziation des β-γ-Dimers kommt. Die 
Aktivierung des G-Proteins führt zur Aktivierung des entsprechenden Effektor-Proteins. Das 
G-Protein bleibt so lange im aktiven Zustand, bis GTP zu GDP hydrolysiert wird. Nach der 
Hydrolyse von GTP kommt es zur Inaktivierung des G-Proteins und Rückkehr in den 





Grundzustand (Offermanns, 2003). Aber welches G-Protein könnte an den P2Y5-Rezeptor 
koppeln? 
Gα-Proteine werden in folgende Klassen unterteilt: Gαi, Gαs, Gα12 und Gαq. G-Proteine der 
Gαi-Familie sind mittels Pertussis-Toxin (PTX) inhibierbar. Nach PTX-Gabe kommt es zu 
einer ADP-Ribosylierung der α-Untereinheit, die eine Kopplung an den jeweiligen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor verhindert (Locht & Antoine, 1995). Die inhibitorischen G-Proteine 
Gα1-3, Gα0 und Gαz inhibieren die Adenylatzyklase-Aktivität. Wenn P2Y5-exprimierende 
Zellen mit PTX behandelt wurden, zeigte sich in unseren Experimenten nach Stimulierung 
des Rezeptors mit LPA eine erhöhte Luziferase-Aktivität (s. Abb. 6.16). Durch diese 
Ergebnisse gehen wir davon aus, dass der P2Y5-Rezeptor in den von uns untersuchten 
Zelllinien nicht an ein Gαi-Protein koppelt, ansonsten müsste es nach PTX-Gabe zur 
Blockierung der P2Y5-Signaltransduktionskaskade kommen. Die erhöhte Luziferase-Aktivität 
nach Zugabe von PTX könnte dadurch Zustande kommen, dass zusätzlich zu den P2Y5-
Signalen auch Signale jener Adenylatzyklase-stimulierenden G-Proteine gemessen werden, 
denen sonst Gαi-Proteine entgegenwirken. Allerdings konnte von einer anderen Arbeits-
gruppe ein Anstieg von intrazellulärem Kalzium in CHO- und hBRIE 380i-Zellen (Darm-
epithelzellen) nach LPA-Stimulation nachgewiesen werden, wenn die Zellen mit Gα∆6qi5myr 
kotransfiziert wurden (Lee et al., 2009). Außerdem hemmte PTX die Phosphorylierung von 
ERK1/2 nach P2Y5-Rezeptor-Aktivierung, was für eine Involvierung von Gαi in diesen 
Zelllinien spricht (Lee et al., 2009). 
G-Proteine der Gαs-Familie werden durch Cholera-Toxin konstitutiv aktiviert und stimulieren 
ihrerseits Adenylatzyklasen, was einen Anstieg des intrazellulären cAMPs zur Folge hat 
(Cassel & Selinger, 1977). Ausserdem sind alle neun in Säugetieren vorkommenden 
Adenylatzyklasen (ADCY1-9) durch den Wirkstoff Forskolin direkt aktivierbar. Hierbei handelt 
es sich um ein pflanzliches Diterpen, welches aus Harfenkraut (Coleus forskohlii) gewonnen 
werden kann (Lindner et al., 1978). Wenn P2Y5-exprimierende Zellen durch Forskolin 
stimuliert wurden, führte die Gabe von LPA – zusätzlich zur Forskolin-vermittelten 
Aktivierung der Adenylatzyklasen – zur Stimulierung der Adenylatzyklasen und dadurch zu 
einem Anstieg des intrazellulären cAMPs (s. Abb. 6.17). Folglich ist eine Kopplung des 
P2Y5-Rezeptors an ein Gαs-Protein denkbar. Des Weiteren sprechen unsere Ergebnisse für 
eine Beteiligung von cAMP in der Signaltransduktion nach P2Y5-Aktivierung. 
Die erst kürzlich beschriebenen G-Proteine Gα12 und Gα13 gehören zur G12-Familie. Beide 
aktivieren die kleine GTPase Rho, die downstream zur Aktivierung der c-Jun N-terminalen 
Kinase (JNK) und Phospholipase D (PLD) führt (Offermanns, 2003; Kurose, 2003). Kürzlich 
konnte von einer japanischen Arbeitsgruppe nachgewiesen werden, dass P2Y5 an Gα12/13 
koppelt und Rho-abhängige Veränderungen der Zellmorphologie auslöst (Yanagida et al., 





2009). Diese Beobachtung kann mit unseren Ergebnissen in Einklang gebracht werden, da 
CRE nicht nur durch cAMP, sondern auch durch Rho aktiviert wird (Sordella et al., 2002). 
G-Proteine der Gαq-Familie koppeln an eine der vier Phospholipase C-Isoformen (PLCβ1-4) 
und führen so zu einer Aktivierung der Proteinkinase C und der Mobilisierung von intra-
zellullärem Kalzium. In RH7777- und B103-Zellen, die stabil mit dem P2Y5-Rezeptor 
transfiziert wurden, konnte nach LPA-Gabe keine intrazelluläre Freisetzung von Kalzium 
nachgewiesen werden (Yanagida et al., 2009). 
In Bezug auf die oben dargestellten Daten ist zu berücksichtigen, dass ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor Spezifität gegenüber einem oder mehreren G-Proteinen aufweisen 
kann. Dies erschwert die Zuordnung zu einem speziellen G-Protein. Es können ver-
schiedene Kopplungskombinationsmöglichkeiten entstehen, z. B. Gαq/Gα12, Gαi/Gα12 oder 
Gαi/Gαq/Gα12. Systematische Studien zu Kopplungsprofilen gibt es bislang nur für wenige 
Rezeptoren (Riobo & Manning, 2005). Darüber hinaus koppeln manche Rezeptoren nur an 
bestimmte Mitglieder einer G-Protein-Subfamilie. So entsteht ein hochkomplexes Signal-
transduktionsgefüge, welches sich aus dem spezifischen Expressionsmuster eines G-
Protein-gekoppelten Rezeptors und der verschiedenen G-Proteine, dem individuellen G-
Protein-Kopplungsprofil und den verschiedenen Effektorsystemen zusammensetzt. Dies 
erklärt auch die z. T. kontroversen Ergebnisse in Bezug auf die Signaltransduktion des 
P2Y5-Rezeptors, die durch die Untersuchung verschiedener Zelllinien gewonnen wurden. 
Des Weiteren kann nach der Aktivierung eines G-Proteins sowohl die Gα-Untereinheit als 
auch das βγ-Dimer zur Aktivierung eines Effektors fähig sein und somit nur ein Teil der 
zellulären Signale erfasst worden sein (Offermanns, 2003). Aufgrund der bisherigen 
Untersuchungen kann daher momentan keine definitive Aussage über das/die von P2Y5 
bevorzugt aktivierte/n G-Protein/e gemacht werden. Möglicherweise bestehen auch in 
verschiedenen Zelllinien unterschiedliche Haupt- und Nebensignaltransduktionswege. Ob in 
den entsprechenden Studien ein Haupt- oder lediglich ein Nebenweg detektiert wurde, kann 
aufgrund der bislang durchgeführten Untersuchungen noch nicht ermittelt werden. 
 
7.7 Effektoren der Gs-Proteine und mögliche Signaltransduktion 
 
Wie im vorigen Kapitel beschrieben, könnte es nach Aktivierung des P2Y5-Rezeptors und 
des entsprechenden G-Proteins zur Stimulation der membrangebundenen Adenylatzyklase 
kommen, welche ATP in cAMP umwandelt. Das so entstandene cAMP könnte dann an die 
Proteinkinase A (PKA) binden und diese aktivieren. Die PKA liegt in ihrer inaktiven Form als 
Tetramer vor, welches aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten 
besteht. Durch Bindung von cAMP an die regulatorischen Untereinheiten löst sich das 





Tetramer und es entstehen neben den beiden regulatorischen Untereinheiten je zwei freie 
und somit katalytisch aktive Untereinheiten. Diese katalysieren durch ihre Serin/Threonin-
Kinaseaktivität den Transfer einer Phosphatgruppe vom ATP auf ein Serin oder Threonin 
eines anderen Proteins, das dadurch phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung und 
Dephosphorylierung sind wichtige Komponenten der zellulären Signalweiterleitung. Durch 
den Phosphorylierungszustand kann das entsprechende Protein aktiviert und inaktiviert 
werden, es kann für Bindungspartner zugänglich gemacht werden oder seine subzelluläre 
Lokalisierung ändern. Die verschiedenen Effekte von cAMP auf unterschiedliche Arten von 
Zellen kommen durch das Repertoire an Proteinen zustande, das durch die jeweilige Zelle 
synthetisiert wird und somit der PKA als Substrat zur Verfügung steht. 
cAMP kann durch Kontrolle der Expression von Genen auch Langzeitwirkungen auf Zellen 
ausüben. Dies geschieht z. B. durch Phosphorylierung des CREB-Proteins (Cyclic-AMP 
Response Element-Binding protein), wodurch dieses in den Zellkern gelangen und an 
bestimmte Sequenzmotive der DNA binden kann (cAMP response elements). Diese Bindung 
hat die Transkription von bestimmten Genen zur Folge, wodurch es zur RNA-Synthese und 
Translation der entsprechenden Proteine kommt (Yamamoto et al., 1988). In Bezug auf das 
Haarwachstum, bei dem es sich um einen kontinuierlichen Prozess und nicht um eine 
schnelle Anpassung gegenüber einem externen Stimulus handelt, scheint eine CRE-
vermittelte Langzeitwirkung von LPA gut vorstellbar. 
Um zu überprüfen, ob die aufgestellten Hypothesen zur Signaltransduktion zutreffen, 
könnten z. B. P2Y5-exprimierende Zellen mit LPA oder dessen Lösungsmittel behandelt 
werden. Danach könnten die Zelllysate durch Western-Blot-Analysen mittels Antikörpern 
gegen PKA untersucht werden. Unter nicht reduzierenden Bedingungen könnte so 
festgestellt werden, ob das Protein als inaktives Tetramer vorliegt oder ob es nach LPA-
Zugabe zur Dissoziation des Komplexes kommt und katalytische sowie regulatorische 
Einheiten vorliegen. Die Untersuchung der anschließend stattfindenden Phosphorylierung 
des Zielproteins wird sich als schwierig erweisen, da eine große Anzahl von Proteinen in 
Frage kommt. Möglicherweise liefert die Aufklärung weiterer HS-Familien durch Identifikation 
von Mutationen in bislang unbekannten Genen Hinweise auf die weitere Signaltransduktion. 
 
7.8 Der P2Y5-Rezeptor als therapeutisches Target zur Regulation 
des Haarwachstums? 
 
Bislang besteht keine Möglichkeit zur Therapie von HS. Aus diesem Grund ist es 
entscheidend, Gene zu identifizieren, die ursächlich für die Ausprägung der Erkrankung sind. 
Ist die Mutation bei einem Patienten identifiziert, so kommt zur Verbesserung des 





Krankheitsbildes nur eine Gentherapie in Frage. Wenn jedoch darüber hinaus weitere Gene 
und Proteine bestimmt werden können, die in die Pathophysiologie des Haarausfalls 
involviert sind, wie z. B. Bindungspartner oder Proteine, die eine Rolle für die weitere 
zelluläre Signalgebung spielen, so kann dies die Entwicklung von zukünftigen Therapien 
vorantreiben. Darüber hinaus kann das Verständnis der molekularen Prozesse, die das 
Haarwachstum kontrollieren, zu neuen Therapieansätzen für die häufigen Alopezie-Formen, 
wie der androgenetischen Alopezie oder der Alopecia areata, führen. Für diese 
Erkrankungen gibt es momentan ebenfalls keine befriedigende Therapie. Die Nachfrage 
nach wirksamen Mitteln ist hier sehr groß, was die florierende „Haar-Industrie“, die 
Milliarden-Umsätze mit oft unbefriedigenden oder sogar wirkungslosen Mitteln macht, 
erkennen lässt. 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren stellen eine große Superfamilie von Proteinen dar, die mit 
verschiedenen heterotrimeren GTP-bindenden Proteinen, kurz G-Proteinen, interagieren. G-
Proteine leiten das Signal des Rezeptors an ein oder mehrere Effektor-Proteine weiter, z. B. 
an Adenylatzyklasen, Phospholipasen, Phosphodiesterasen oder Ionenkanäle. Aufgrund 
ihrer großen Anzahl und physiologischen Bedeutung spielen G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren eine wichtige Rolle als Wirkstoff-Ziele (Drug targets). Es ist daher nicht 
verwunderlich, dass ein Großteil der meistverkauften Medikamente auf der Wirkung von G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren beruhen. 
Durch die in Kap. 6.7.1 geschilderten Experimente konnten wir zeigen, dass der G-Protein-
gekoppelte Rezeptor P2Y5 durch LPA aktivierbar ist. Hierbei handelt es sich um einen 
körpereigenen Botenstoff, der mittels verschiedener Phospholipasen aus dem Substrat 
Phosphatidsäure hergestellt werden kann. Haarfollikel-Zellen exprimieren nur eine einzige 
Phospholipase, die so genannte Lipase H (Kazantseva et al., 2006). In der vorliegenden 
Dissertation konnte erstmalig der pharmakologische Nachweis erbracht werden, dass das 
Stoffwechselprodukt der Lipase H den P2Y5-Rezeptor aktiviert (s. Kap. 6.7.3). Bislang wurde 
nicht direkt nachgewiesen, dass eine Aktivierung oder Überstimulation des P2Y5-Rezeptors 
tatsächlich zu vermehrtem Haarwachstum beim Menschen führt. Takahashi et al. (2003) 
konnten allerdings zeigen, dass die Anwendung von Phosphatidsäure und Lysophosphatid-
säure sowohl in-vitro wie auch in-vivo zu einer Beschleunigung des Haarwachstums bei 
Mäusen führt. Basierend auf diesen Erkenntnissen erscheint es möglich, dass Phosphatid-
säure oder Lysophosphatidsäure auch zur Beschleunigung oder Vermehrung des 
Haarwachstums beim Menschen genutzt werden können, da sich der murine und der 
menschliche Haarzyklus sehr ähnlich sind (Porter, 2003). Des Weiteren kann LPA als 
Leitsubstanz in Wirkstoff-Screenings dienen, um weitere Substanzen zu identifizieren, 
welche die Aktivität des P2Y5-Rezeptors verändern und somit zur Beeinflussung des 
Haarwachstums beim Menschen genutzt werden können. So könnte durch eine 





Überstimulation des Rezeptors das Haarwachstum bei Haarausfall stimuliert werden oder 
durch Blockierung des Rezeptors das Haarwachstum bei exzessivem oder ungewolltem 
Haarwuchs vermindert werden. Möglicherweise ergibt sich hieraus die Chance, durch 
Stimulation des LIPH-/P2Y5-Pathways auch Patienten mit anderen Haarerkrankungen zu 
helfen, wie z. B. bei der Alopecia areata oder der weit verbreiteten androgenetischen 
Alopezie. Um Aussagen diesbezüglich treffen zu können, müssen aber zunächst weitere 
Experimente und Untersuchungen durchgeführt werden, darunter Wirkungsstudien, klinische 
Studien etc. 
Für HS-Patienten, die eine Mutation im LIPH-Gen tragen, zeigen die in Kap. 6.7.1 und 6.7.3 
erzielten Resultate vermutlich in der Tat eine Therapie-Möglichkeit auf. Bei diesen Patienten 
kann in Haarfollikel-Zellen Phosphatidsäure nicht in LPA umgewandelt werden, da hier keine 
funktionelle Phospholipase exprimiert wird. Durch äußerliche Anwendung einer LPA-Lösung 
könnte dieses Defizit ausgeglichen und der P2Y5-Rezeptor in Haarfollikel-Zellen stimuliert 
werden. Dies könnte die unterbrochene Signaltransduktionskaskade wieder aktivieren, was 
letztendlich zum vermehrten Haarwachstum führen sollte. Bei Patienten mit P2Y5-Mutation 
hingegen wird die Verabreichung von LPA nicht helfen, da der P2Y5-Rezeptor nicht 
funktionell ist und somit die LPA-Signaltransduktion unterbrochen ist. 
Grundlage für die äußerliche Anwendung eines Wirkstoffes wie LPA oder dessen Analoga ist 
der Substanztransport in den Haarfollikel. Die Einlagerung von Substanzen in den Haar-
follikel konnte durch verschiedene Farbstoffe und anschließende histologische Unter-
suchungen von mehreren Arbeitsgruppen demonstriert werden. Hierbei beeinflussten viele 
Parameter den transfollikulären Transport, darunter Substanzgröße und -eigenschaften, 
Follikeldichte, Trägersubstanz, Hauteigenschaften der zu behandelnden Körperstelle, 
Temperatur etc. (Lauer et al., 1995; Rougier et al., 1986). Für einen zielgerichteten Transport 
von Makromolekülen in den Haarfollikel erwiesen sich Liposomen als besonders effektiv 
(Weiner, 1998). Die on-line Visualisierung stellt eine gute Methode zur zeitabhängigen 
Visualisierung des Diffusionsprozesses von lipophilen Modellsubstanzen in den Haarfollikel 
und die Hautoberfläche an frischen Biopsien menschlicher Kopfhaut dar. So konnte mittels 
eines auf die Hautoberfläche aufgetragenen Bodipy-Fluorophors ein Substanztransport in 
den Haarfollikel nachgewiesen werden, insbesondere in den Haarkanal und die Kutikula 
(Grams et al., 2005). Da es sich bei LPA ebenfalls um eine lipophile Substanz handelt, ist ihr 
Eindringen in den Haarfollikel durchaus denkbar. Hierfür sprechen auch die an Mäusen 
durchgeführten Experimente von Takahashi und Mitarbeitern im Jahre 2003. Talg, der durch 
die mit den Haarfollikeln assoziierten Talgdrüsen abgesondert wird, könnte die Absorption 
von lipophilen Wirkstoffen begünstigen, indem er einen lipoiden Zugang ermöglicht (Ebling et 
al., 1991). Eines der größten Probleme wird hierbei sein, die entsprechenden Substanzen 
gezielt in den Haarfollikel einzuschleusen, um unerwünschte Nebenwirkungen zu verhindern. 





Als geeignetes Tier-Modell für Untersuchungen zum transfollikulären Transport hat sich das 
Meerschweinchen herausgestellt, da die Haut hinter dessen Ohren keine Haarfollikel 
aufweist (Wahlberg, 1968). Somit lässt sich in ein und demselben Versuchstier durch 
Applikation von Substanzen auf verschiedene Körperstellen der Anteil an transfollikulärem 
und transepidermalem Transport vergleichen. 
Um unerwünschte Nebenwirkungen auf Haut, Talg- und Schweißdrüsen weitgehend 
auszuschließen, sollten die entsprechenden Substanzen vor der Anwendung an Tier und 
Mensch an Zellen in Kultur getestet werden. Anleitungen zur Zellkultur von Keratinozyten, 
Haut, Haarfollikeln und/oder Talgdrüsen sind in der Literatur zahlreich vertreten, ebenso wie 
Methoden zu deren Vitalitätsprüfung (Kealey et al., 1986; Li et al., 1992; Sanders et al., 
1994; Philpott et al., 1996). Die Histokultur von menschlichen Haarfollikel-Zellen in der 
intakten Haut (z. B. aus Biopsien) kann als sensitives und verlässliches System zur 
Toxizitätsprüfung bei Wirkstoff-Screenings genutzt werden, da sie im Vergleich zu anderen 
Assays physiologisch relevantere Daten bietet (Li et al., 1992). 
Die Einschleusung von Vektoren in Haarfollikel- oder Hautzellen ist eine interessante 
Strategie zur gentherapeutischen Behandlung von verschiedenen Erkrankungen. Auch hier 
zeigten sich Liposomen-Plasmid-DNA-Lösungen in-vivo als geeignet, die Permeabilitäts-
barriere der Haut und deren Anhangsorgane zu überwinden. Die DNA konnte so in Zielzellen 
eingebracht und die Zellen transient transfiziert werden (Weiner, 1998). Am Hamster als 
Modellorganismus konnte gezeigt werden, dass die Expression des transgenen Proteins auf 
die Gewebe beschränkt ist, welche mit der Liposomen-Plasmid-DNA-Lösung äußerlich 
behandelt wurden. Die Diffusion des transgenen Proteins findet hierbei nur in der 
Mikroumwelt der Stelle der Anwendung statt (Weiner, 1998). Dies macht große Hoffnung, 
dass auch humane Haarfollikel-Zellen mit entsprechenden LIPH- oder P2RY5-Konstrukten 
gezielt transfiziert werden können. Da LPA-Gaben bei Patienten mit P2RY5-Mutation 
aufgrund des funktionslosen P2Y5-Rezeptors wirkungslos bleiben werden, ist dies 
momentan die einzig denkbare Therapiemöglichkeit. Eine Alternative wird sich erst bieten, 
wenn weitere Proteine der nachfolgenden Signalgebung identifiziert und diese auch 
entsprechend manipuliert werden können. Um die oben genannten Strategien zu verfolgen 
und zu optimieren, wird es dringend nötig sein, auf geeignete Modellorganismen zurück-
zugreifen. Die Generierung und histologische Untersuchung einer P2ry5- und evtl. auch 
einer Liph-knockout-Maus können hierfür von enormer Bedeutung sein. Möglicherweise 
geben sie Aufschluss über die pathologischen Veränderungen, die in den Haarfollikel-Zellen 
auftreten und letztendlich zum Haarverlust führen (s. Kap. 7.9). 
Offen bleibt, ob eine auf LPA oder dessen Analoga basierende Therapie bei HS-Patienten 
jederzeit begonnen werden kann. Sollten durch den LPA-Mangel irreversible Schäden am 
Haarfollikel entstanden sein, so kann es sein, dass eine Therapie nur dann wirkt, wenn sie 





vor Beginn des Haarausfalls – also im frühen Kindesalter – begonnen wird. Eine frühzeitige 
molekulargenetische Untersuchung bei möglichen Mutationsträgern könnte diesbezüglich 
von großem Nutzen sein.  
 
7.9 Generierung einer P2ry5-knockout Maus 
 
In der Literatur sind Tausende von natürlichen oder künstlichen Mausmutanten zu finden 
(MGI-Datenbank), deren Analyse vielfach zum Verständnis menschlicher Erkrankungen 
beigetragen hat. Neben den allgemeinen Vorzügen von Mäusen (relativ einfache Tierhaltung 
und schnelle Generationsfolge mit vielen Nachkommen) stellen sie ideale Modellobjekte für 
die medizinisch-genetische Forschung dar, weil sie eine starke genetische, physiologische 
und anatomische Ähnlichkeit zum Menschen aufweisen. Darüber hinaus ist das murine 
Genom komplett sequenziert und kann deshalb einfach analysiert und manipuliert werden 
(Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Das kleinste Säugetier der Welt eignet sich 
im Besonderen als Modell zur Erforschung von Haarerkrankungen, da anzunehmen ist, dass 
sich der murine Haarzyklus vom menschlichen Haarzyklus, mit wenigen Ausnahmen wie z. B 
der spezialisierten Vibrissen und dem synchonen, wellenförmig fortschreitenden Haar-
wachstum, kaum unterscheidet (Porter, 2003). 
Da uns von den untersuchten HS-Patienten keine Hautbiopsien zur Verfügung stehen, ist die 
Untersuchung der Erkrankung im Tiermodell für das Verständnis der Pathophysiologie von 
enormer Bedeutung. In den Datenbanken gab es keinen Hinweis auf eine natürliche P2ry5-
Mausmutante, allerdings koppelt die wal-/--Maus, die die autosomal-rezessiv vererbte (noch 
nicht identifizierte) wal-Mutation trägt, in die Nähe des P2ry5-Genortes (MGI:98942). Da die 
Kopplungsdaten relativ alt sind und zu diesem Zeitpunkt die genetischen Karten noch nicht 
so exakt waren wie heutzutage, wurde in der vorliegenden Arbeit überprüft, ob die wal-/--
Maus eine Mutation im P2ry5-Gen trägt. Nach Sequenzierung der kodierenden Sequenz und 
auch der UTRs konnte jedoch keine Mutation in diesem Mausstamm festgestellt werden. 
Da es bislang kein bekanntes P2ry5-Mausmodell gibt, wird zukünftig von uns die 
Generierung einer knockout-Maus angestrebt. Am Anfang dieses Vorhabens steht die 
Herstellung eines entsprechenden knockout-Plasmides. Zu diesem Zweck wurden im 
Rahmen dieser Arbeit die entsprechenden murinen Sequenzen in den pJet1.2-Vektor 
subkloniert und anschließend in den pDELBOY-Vektor umkloniert (s. Abb. 6.27). Die 
klonierten PCR-Fragmente wurden anschließend mittels Restriktionsverdau und 
Sequenzierung überprüft. Um zu untersuchen, ob die LoxP-Stellen intakt sind und das 
Plasmid somit funktionell ist, wurde eine in-vitro Rekombination durchgeführt. Hierbei wurde 
das linearisierte Plasmid einem CRE-Rekombinase-Verdau unterzogen und die Fragmente 





mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (s. Abb. 6.28). Im Gelbild sind nach unter-
schiedlich langen Inkubationszeiten (10-60 min) bei 37°C zwei Banden zu erkennen: zum 
einen das pDELBOY-Ausgangsplasmid mit einer Größe von 15,9 kb und zum anderen das 
13,4 kb große Plasmid, aus welchem die kodierende Sequenz einschließlich der UTRs des 
P2ry5-Gens durch homologe Rekombination herausgeschnitten wurde. Bei der in-vitro 
Rekombination stellt sich ein Gleichgewicht zwischen den beiden Plasmiden ein, da das 
2,5 kb große Insert immer wieder aus dem Plasmid herausgeschnitten und wieder in das 
Plasmid hinein ligiert wird, solange bis die Enzymaktivität nachlässt. In-vivo würde das 
herausgeschnittene P2ry5 mit der Zeit von der Zelle abgebaut werden. Daher verschiebt sich 
das Gleichgewicht zugunsten des 13,4 kb großen Plasmids ohne Insert, bis schließlich nur 
noch dieses vorliegt. Die durchgeführten Tests zeigen, dass das hergestellte Plasmid in-vitro 
funktionell und somit prinzipiell zur Generierung einer knockout-Maus geeignet ist. 
Die anschließende Generierung der knockout-Maus soll in Zusammenarbeit mit dem HET 
(Haus für Experimentelle Therapie, Bonn) und Prof. Andreas Zimmer (Institut für molekulare 
Psychiatrie, Uni Bonn) stattfinden. Die resultierenden knockout-Mäuse sollen dann mit 
verschiedenen analytischen Verfahren phänotypisch und histologisch charakterisiert werden 
(s. Kap. 8). 
 
7.10 P2RY5-Mutationen führen beim Menschen zu Veränderungen 
des Haarwachstums und der Haarstruktur 
 
Das P2RY5-Gen kodiert für einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der als P2Y5-Rezeptor 
bezeichnet wird. Bei Veröffentlichung der Ergebnisse der vorliegenden Dissertation 
(Pasternack et al., 2008) wurden von einer amerikanischen Arbeitsgruppe gleichzeitig 
Mutationen im P2RY5-Gen beschrieben (Shimomura et al., 2008), die zu einer Veränderung 
des Haarwachstums und der Haarstruktur führen. Shimomura et al. (2008) berichten von 
einem woolly hair-Phänotyp mit unterschiedlich starker Hypotrichosis. Beim woolly hair-
Phänotyp ist das Haar rau, glanzlos und kleingelockt, mitunter auch brüchig. Es ist schwer zu 
kämmen, da das Haar ineinander verkraust. Bei den von uns beschriebenen Patienten der 
HS-Familien 1-3 konnten die Dermatologen klinisch jedoch kein woolly hair feststellen. Kurz 
darauf wurden weitere P2RY5-Mutationen veröffentlicht (Azeem et al., 2008), die zu einer 
typischen HS ohne woolly hair führen. 
Fraglich ist nun, wie es zu den unterschiedlichen Phänotypen bei manchen HS-Patienten 
kommt. Man könnte vermuten, dass funktionslose Proteine (Stoppmutation) zu einer 
Hypotrichosis führen, während Missense-Mutationen zu einer veränderten Haar-Architektur 
und somit zum woolly hair-Phänotyp führen. Shimomura et al. (2008) berichten von den 





P2RY5-Mutationen c.69insCATG, c.188A>T, c.562A>T, c.565G>A und einer komplexen 
Mutation, die aus zwei einzelnen homozygoten Mutationen besteht: c.172-175delAACT und 
c.177delG. Drei dieser Mutationen führen zu einer Verschiebung des Leserasters und somit 
zur vorzeitigen Termination der Translation (c.69insCATG, c.172-175delAACT, c.177delG). 
Die anderen drei Mutationen (c.188A>T, c.562A>T, c.565G>A) führen zu einer 
Aminosäuresubstitution (p.Asp63Val, p.Ile188Phe, p.Glu189Lys). Shimomura et al. (2008) 
differenzieren nicht den beobachteten Phänotyp, weshalb davon auszugehen ist, dass der 
woolly hair-Phänotyp bei allen berichteten Patienten vorliegt, also nicht an einen bestimmten 
Typ von Mutation gekoppelt ist. 
Azeem et al. (2008) berichten ebenfalls von den Mutationen c.69insCATG, c.188A>T und 
c.565G>A. Darüber hinaus konnten sie vier neue Mutationen identifizieren: c.8G>C, 
c.36insA, c.160insA und c.436G>A. Da diese Patienten eine typische HS ohne woolly hair 
aufweisen, wäre es denkbar, dass sich die Patienten der beiden Studien in unterschiedlichen 
Erkrankungsstadien befanden und zu Beginn der Erkrankung zunächst einen woolly hair-
Phänotyp entwickeln. Genaue Angaben hierzu liegen nicht vor. Mit fortschreitender 
Erkrankungsdauer könnte sich eine unterschiedlich stark ausgeprägte Hypotrichosis 
entwickeln. Kommt es aber erst in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium zur 
Untersuchung der Patienten, würde der woolly hair-Phänotyp nicht registriert, weil bereits die 
meisten Haare ausgefallen sind. 
Eine weitere Möglichkeit wäre die Existenz von modulierenden Proteinen, wie z. B. anderen 
LPA-Rezeptoren oder Proteinen, die LPA oder LPA-Analoga produzieren. Die Expression 
verschiedener LPA-Rezeptoren im Haarfollikel von Patienten ist von Shimomura et al. (2008) 
nicht überprüft worden. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass alle von Shimomura et al. 
(2008) untersuchten Patienten eine gemeinsame, modifizierende Komponente tragen, da sie 
unterschiedliche Mutationen aufweisen und nicht miteinander verwandt sind. Denkbar wäre 
dies nur, wenn die Komponente sehr alt und deshalb in der Bevölkerung relativ verbreitet 
wäre. Eine allen Familien gemeinsame ethnische Komponente ist ebenfalls unwahr-
scheinlich, weil auch die Patienten von Azeem et al. (2008) aus Pakistan stammen und 
teilweise die gleichen Mutationen wie die von Shimomura et al. (2008) vorgestellten 
Patienten zeigen. Die Existenz eines Gründereffekts scheint hier plausibel, der durch 
Mikrosatelliten-Analysen untersucht werden könnte. 
Weitere Mutationen im P2RY5-Gen wurden später von Petukhova et al. (2008) und der 
eigenen Arbeitsgruppe (Pasternack et al., 2009a) beschrieben (s. Tab. 7.1). Petukhova et al. 
(2008) beschreiben eine konsanguine, brasilianische Familie, in der die P2RY5-Mutation 
c.833G>A (p.Cys278Tyr) vorliegt. Die Betroffenen weisen bei Geburt einen woolly hair-
Phänotyp auf, der sich bis zum Alter von fünf Jahren zu einer schweren Form der 
Hypotrichosis entwickelt. Auch in den von uns beschriebenen indischen Patientinnen 





(c.64_67dupTGCA; p.Phe24HisfsX28), die beide zum Zeitpunkt der Untersuchung zehn 
Jahre alt waren, konnten die Dermatologen dünnes, trockenes und brüchiges Haar 
feststellen, welches kleingelockt ist (Pasternack et al., 2009a). Dies trifft auch auf die 
berichtete türkische Patientin zu (c.472delC; p.His158ThrfsX27), die bei der Untersuchung 
zwei Jahre alt war. Diese klinischen Merkmale weisen auf einen woolly hair-Phänotyp bei 
jenen Patientinnen hin. Die zum Untersuchungs-Zeitpunkt 55-jährige Großmutter der 
türkischen Patientin, die ebenfalls betroffen ist, war fast komplett haarlos. Ihre Augenbrauen 
waren spärlich ausgebildet (Pasternack et al., 2009a). Ebendiese Studien, bei denen auch 
relativ junge Patienten untersucht wurden, deuten darauf hin, dass bei Patienten mit P2RY5-
Mutation tatsächlich zunächst Haarstruktur-Veränderungen in Form eines woolly hair-
Phänotyps auftreten. Der komplette Haarverlust tritt möglicherweise erst mit Fortschreiten 
der Erkrankung ein. Zur Überprüfung der aufgestellten These sind weitere Untersuchungen 
notwendig, die eine größere Anzahl von Patienten involvieren. Diese sollten nach Möglichkeit 
ab einem Alter von wenigen Wochen bis Monaten über einen längeren Zeitraum 
kontinuierlich untersucht werden, um Veränderungen der Haarstruktur und der Haardichte zu 
dokumentieren. 
Nicht zuletzt besteht natürlich auch die Möglichkeit, dass ein und dasselbe Gen für zwei 
unterschiedliche Erkrankungen verantwortlich ist, wie es für das DSG4-Gen gezeigt werden 
konnte. Hierbei führen Mutationen einerseits zu einer typischen generalisierten Hypotrichosis 
(Kljuic et al., 2003) und andererseits zu einer Hypotrichosis mit charakteristischen Ver-
änderungen der Haarstruktur, die moniliformen Haaren ähneln (monilethrix-like kongenitale 
Hypotrichosis; Schaffer et al., 2006; Shimomura et al., 2006; Zlotogorski et al., 2006). Dieser 
Aspekt wird im folgenden Kapitel ausführlicher diskutiert. 
 
Tab. 7.1: Übersicht über bislang beschriebene P2RY5-Mutationen, die zu Hypotrichosis simplex 
(HS) und/oder woolly hair (WH) führen. 
 
P2RY5-Mutation Konsequenz der Mutation Literatur HS WH 
c.8G>C  
(p.Ser3Thr) 















Shimomura et al., 2008; 










Komplexe Mutation mit 
Leserasterverschiebung und 
vorzeitigem Stoppkodon 
Shimomura et al., 2008  X 







Aminosäuresubstitution Shimomura et al., 2008; 






Pasternack et al., 2008 X  
c.436G>A 
(p.Gly146Arg) 
Aminosäuresubstitution Azeem et al., 2008; 









Pasternack et al., 2009a X X 
c. 562A>T 
(p.Ile188Phe) 
Aminosäuresubstitution Shimomura et al., 2008  X 
c.565G>A 
(p.Glu189Lys) 
Aminosäuresubstitution Shimomura et al., 2008; 




Aminosäuresubstitution Petukhova et al., 2008 X X 
 
7.11 Den Haarausfall an der Wurzel packen 
 
Das Kopfhaar wächst jeden Tag ca. 0,4 mm, das macht im Jahr 14,6 cm pro Haar. Auf die 
Gesamtzahl von durchschnittlich 100.000 Kopfhaare bezogen, ergibt das 14,6 km 
Haarwachstum pro Jahr. Wir bemerken diesen kontinuierlichen Prozess im Allgemeinen 
nicht, denn wir sehen unsere Haarpracht als etwas Normales und Alltägliches an, die wir 
durch Kämmen, Schneiden, Färben, Verlängern und Dauerwellen unseren Wünschen 
anpassen. Es ist daher nicht erstaunlich, dass Haarausfall oder die „falsche“ Haarfarbe oder 
-struktur zu diversen Problemen und psychischen Beeinträchtigungen bei den Betroffenen 
führen können (Tobin, 2009). Zum Verständnis des Haarwachstums, der Haarstruktur und 
des Haarausfalls muß man sich zunächst einmal vergegenwärtigen, worum es sich beim 
Haar eigentlich handelt. 
Der äußerlich sichtbare Haarschaft besteht aus totem, differenziertem Zellmaterial, welches 
hauptsächlich aus proteinösen Fasern besteht. Diese setzen sich aus Keratinfilamenten, 
Keratin-assoziierten Strukturproteinen und differenzierten Epithelzellen zusammen. Bei dem 
Haarfollikel, der auch als Haarwurzel bezeichnet wird, handelt es sich um ein komplexes und 
hochorganisiertes Miniorgan, das sich aus zahlreichen Zellarten zusammensetzt, die sich 
zwiebelförmig an den Haarschaft anschmiegen. Diese zeichnen sich durch individuelle, 
zeitlich und örtlich festgelegte Expressionsmuster sowohl innerhalb dieser „Haarzwiebel“ als 
auch entlang der longitudinalen Wachstumsachse aus. Betrachtet man allein diese 
Parameter, so werden schnell die Komplexität des Aufbaus des Haarfollikels und die 
Anforderungen an die notwendigen Differenzierungs- und Regulationsvorgänge sowohl auf 





Einzelzell- als auch auf Gewebeebene deutlich. Es ist daher leicht nachvollziehbar, dass 
Fehlregulation oder Strukturanomalien zu Haar-Phänotypen führen, die von der Norm 
abweichen. Die Analyse genau dieser Phänotypen ermöglicht es uns, Informationen über 
das Haarwachstum, die Haarstruktur, die Haarentwicklung und schließlich auch den 
Haarausfall zu gewinnen. 
Zur Untersuchung des Haarausfalls können auch die genetisch komplexen Haarver-
änderungen herangezogen werden, die weit verbreitet in der Bevölkerung auftreten. 
Assoziationsuntersuchungen und Kandidatengen-Ansätze haben sowohl bei der Alopecia 
areata als auch bei der androgenetischen Alpopezie in den letzten zehn Jahren zu 
Fortschritten beigetragen, allerdings konnten erst wenige Gene identifiziert werden, die 
Einfluß auf die Pathophysiologie haben. Für die androgentische Alopezie konnte der 
Androgenrezeptor (Hillmer et al., 2005) als ursächlich für den Haarausfall beschieben 
werden, für die Alopecia areata das PTPN22-Gen (Kemp et al., 2006; Betz et al., 2008) 
sowie der HLA-Lokus (De Andrade et al., 1999; Xiao et al., 2005; Entz et al., 2006]. Bei 
diesen Phänotypen sind viele Gene an der Entstehung der Erkrankung beteiligt und der 
Beitrag jedes einzelnen Gens ist mäßig bis gering und hängt vom genetischen Background 
eines Betroffenen ab. Viele Varianten – besonders die schwachen und somit schwer zu 
identifizierenden – sind noch nicht bekannt und haben wahrscheinlich nur einen Einfluß auf 
das Haarwachstum, wenn sie zusammen auftreten. Aus diesem Grund sind die 
Informationen von besonderer Bedeutung, die uns die Untersuchung der monogenen Haar-
erkrankungen liefern. Sie offenbaren Faktoren, die nicht nur notwendig, sondern essentiell 
für das Haarwachstum sind. Im Folgenden sollen einige Schlüsselgene und deren Rolle beim 
Haarwachstum und der Haarstrukturgebung diskutiert werden. 
Die Diversität der monogenen Haarerkrankungen und der bislang identifizierten Gene, die 
ursächlich für die verschiedenen Phänotypen sind, scheint die Komplexität des Haarfollikels 
widerzuspiegeln. So führen Veränderungen in Haarkeratin-Filamenten und Keratin-assozi-
ierten Proteinen zu Änderungen der Haarform und -struktur. Beispielsweise wurden Muta-
tionen in drei verschiedenen Keratin-Genen beschrieben (Krt81, Krt83, Krt86, Winter et al., 
1997a; Winter et al., 1997b; van Steensel et al., 2005), die zu Monilethrix führen. Hierbei 
handelt es sich um eine Strukturveränderung des Haarschafts, bei der das Haar charakte-
ristische Verdickungen und Einschnürungen aufweist, woraus eine erhöhte Brüchigkeit 
resultiert. Es führen aber nicht nur Mutationen, sondern auch eine fehlerhafte Expression von 
Keratin-Genen zu einer erhöhten Haarbrüchigkeit. Dies ist für den NUDE/SCID-Phänotyp 
beim Menschen und bei der Maus beschrieben, der sich durch Alopezie in Kombination mit 
einer Immundefizienz auszeichnet (Frank et al., 1999; Adriani et al., 2004). Die Erkrankung 
ist auf Mutationen im winged-helix-nude FOXN1-Gen zurückzuführen, welches für einen 
Transkriptions-Regulator von Keratin-Genen kodiert (Mecklenburg et al., 2001). Bei der 





Atrichia congenita liegen ebenfalls Mutationen in einem Transkriptionsfaktor vor. In diesem 
Fall führen Veränderungen im so genannten hairless-Gen (HR), welches als Transkriptions-
Repressor fungiert (Potter et al., 2001), sowohl beim Menschen als auch bei der Maus zu 
Haarlosigkeit (Ahmad et al., 1998, Cichon et al., 1998). Diese Art des Haarausfalls ist durch 
einen vollständigen Verlust der Kopf- und Körperbehaarung gekennzeichnet und tritt mit 
Beginn des ersten Haarzyklus auf. Loss-of-function Mutationen in U2HR, einem inhibi-
torischen ORF, welcher sich in der 5’-UTR Region des HR-Gens befindet, führen zur 
Hypotrichosis Typ Marie Unna (Wen et al., 2009). Diese Erkrankung ist charakterisiert durch 
spärliche oder fehlende Behaarung bei der Geburt, dem Wachstum von dicken, hyper-
pigmentierten und drahtigen Haaren während der Kindheit und einem progredienten Haar-
verlust während der Pubertät. Es wurde gezeigt, dass U2HR als Transkriptionsrepressor von 
HR fungiert, weshalb die beschriebenen Mutationen zu einer gesteigerten Translation – und 
somit zu einem gain-of-function – von HR führen. Auch Mutationen im VDR-Gen, welches für 
einen Vitamin D-Rezeptor kodiert, können zur Atrichia congenita führen (Miller et al., 2001). 
Bei VDR handelt es sich um einen Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktor, der mit HR im 
Zellkern interagiert (Hsieh et al., 2003). Diese Beispiele machen deutlich, wie durch die Gen-
Identifizierung bei monogenen Alopezien oder Haarstrukturanomalien einzelne Schlüssel-
proteine identifiziert werden konnten. Diese lassen sich dann Puzzleartig zu Regulations-
kaskaden zusammensetzen, die für die physiologische Funktion des Haarfollikels notwendig 
sind. 
Neben Transkriptionsregulatoren und Genen für die Strukturgebung der Haare konnten auch 
Mutationen in Proteinen identifiziert werden, die Zelladhäsion vermitteln, wie z. B. 
Corneodesmosin, welches bei Patienten mit HSS verändert ist (Levy-Nissenbaum et al., 
2003). Es handelt es sich hierbei um ein Glykoprotein, welches in der Epidermis und in der 
inneren Wurzelscheide von Haarfollikeln exprimiert wird und als Keratinozyten-
Adhäsionsmolekül dient (Jonca et al., 2002). Außerdem wurden Mutationen in Genen 
dokumentiert, die zur Gruppe der Cadherine gehören. Cadherine sind Kalzium-abhängige 
Glykoproteine und gehören wie das Corneodesmosin zur Gruppe der Adhäsionsproteine, da 
sie Zell-Zellkontakte vermitteln. Mutationen im CDH3-Gen, welches P-Cadherin kodiert, 
wurden als ursächlich für eine kongenitale Hypotrichosis mit juveniler Makuladystrophie 
ermittelt (Sprecher et al., 2001). Darüber hinaus konnten Mutationen im DSG4-Gen, welches 
an der Bildung von Desmosomen beteiligt ist, beim Menschen als Ursache für eine auto-
somal-rezessive Hypotrichosis identifiziert werden. Desmosomen stellen Zell-Zellkontakte 
zwischen benachbarten Zellen her und erhöhen den mechanischen Zusammenhalt von 
Epithelzellen, indem sie die Keratin-Filamente verschiedener Zellen miteinander verbinden. 
Es konnte gezeigt werden, dass DSG4-Mutationen sowohl zu strukturellen Veränderungen 
am Haarfollikel als auch zu einer fehlerhaften Signalgebung führen. Diese bewirken eine 





veränderte Expression von hoxC13, Krt82 und Krt34, was letztendlich zu einer fehlerhaften 
Ausführung des Differenzierungsprogramms der Zellen und dadurch zu einem vermindertem 
Haarwuchs führt (Kljuic et al., 2003). Interessanterweise verursachen DSG4-Mutationen 
auch eine autosomal-rezessiv vererbte Hypotrichosis mit Haarschaft-Veränderungen, die 
moniliformen Haaren ähneln (monilethrix-like kongenitale Hypotrichosis; Schaffer et al., 
2006; Shimomura et al., 2006; Zlotogorski et al., 2006). Dies passt sowohl gut zu den 
Ergebnissen von Kljuic et al., die eine veränderte Expression der Haarkeratine Krt82 und 
Krt34 bei Individuen mit DSG4-Mutation nachweisen konnten (Kljuic et al., 2003), als auch zu 
den Ergebnissen von Winter et al. (1997a und 1997b) und van Steensel et al. (2005), die 
Mutationen in den Haarkeratinen Krt81, Krt83 und Krt86 als Ursache für die autosomal-
dominant vererbte Monilethrix nachweisen konnten. Bei Mäusen führen Mutationen im 
DSG4-Gen ebenfalls zu einem Haarphänotyp: sie haben ein spärliches Fell und abnormale 
Schnurrhaare. DSG4 gehört zu einer Subgruppe von Cadherinen, die auch DSG1, DSG2 
und DSG3 umfasst. Bislang konnten keine Mutationen in DSG1-DSG3 identifiziert werden, 
die Haarlosigkeit verursachen. DSG1-Mutationen führen allerdings zu einer autosomal-
dominant vererbten Hauterkrankung beim Menschen (striate palmoplantar keratoderma; 
Rickman et al., 1999) und DSG3-Mutationen ebenfalls zu spezifischen Hautveränderungen 
im Mausmodell (Allen et al., 1996). 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor (P2RY5 
[LPAR6], P2Y5 [LPAR6]) für eine autosomal-rezessiv vererbte Hypotrichosis identifiziert und 
Abschnitte der dazugehörigen Signaltransduktionskaskade ermittelt werden (Pasternack et 
al., 2008). Betroffene zeigen einen diffusen progressiven Haarausfall, der die Kopf- und 
Körperbehaarung betrifft. Strukturanomalien des Haarschaftes konnten bei den Patienten 
mittels lichtmikroskopischer Untersuchungen nicht festgestellt werden (Al Aboud et al., 
2002). Neben der Identifizierung des ursächlichen Gens konnten wir auch den Liganden des 
P2Y5-Rezeptors identifizieren: LPA. Dies steht in Einklang mit der Identifizierung von LIPH 
für eine ebenfalls autosomal-rezessiv vererbte Hypotrichosis (Kazantseva et al., 2006). LIPH 
kodiert für die Phospholipase Lipase H, auch mPA-PLA1α genannt (membrane-bound 
phosphatidic acid-selective phospholipase A1), welche aus Phosphatidsäure unter Abspal-
tung einer Fettsäure Lysophosphatidsäure synthetisiert (s. Abb. 7.2). Betroffene zeigen ein 
verlangsamtes Haarwachstum mit dystrophen und fragilen Haarschäften, was dazu führt, 
dass die Haare nur eine geringe Länge erreichen. Interessanterweise konnten sowohl im 
P2RY5- als auch im LIPH-Gen Mutationen bei Patienten nachgewiesen werden, die einen 
woolly hair-Phänotyp aufweisen, teilweise in Kombination mit unterschiedlich stark ausge-
prägter Hypotrichosis (Shimomura et al., 2008). Hierbei sind Patienten mit P2RY5-
Mutationen phänotypisch nicht von solchen mit LIPH-Mutationen zu unterscheiden. Dies ist 
verständlich vor dem Hintergrund, dass P2Y5 und LIPH zwei aufeinander folgende Signal-





geber in einer Signaltransduktionskaskade darstellen (s. Kap. 7.5). Interessanterweise 
konnte gezeigt werden, dass P2Y5 mit K73, einem Keratin, das spezifisch für die Kutikula 
der inneren Haarwurzelscheide ist, und mit K75, einem Keratin, das spezifisch für die 
Glashaut ist, kolokalisiert (Shimomura et al., 2008). Wie diese Proteine in Zusammenhang 
stehen, ist noch unklar. Dieser Befund betont jedoch noch einmal die entscheidende Rolle 
der Keratine beim Haarwachstum und der Haarstrukturgebung, die schon durch die für 
Monilethrix und die monilethrix-like kongenitale Hypotrichosis identifizierten Keratingene 
gezeigt werden konnte. Dies ist auch nicht erstaunlich, wenn man sich verdeutlicht, dass 
Keratine und Keratin-assoziierte Proteine die Hauptbestandteile des Haares darstellen. 
In den letzten Jahren konnten einige wichtige Gene ausfindig gemacht werden, die 
Haarwachstum und -struktur beeinflusssen, und die Zusammenhänge zwischen einzelnen 
Komponenten werden immer deutlicher. Um zusammenfassend noch einmal einen kurzen 
Überblick über die bislang identifizierten Gene und deren Beziehung zueinander zu geben, 
soll die Abb. 7.3 dienen. Sie veranschaulicht, wie Proteine, die als Transkriptionsfaktoren/     
-regulatoren, Zelladhäsionsmoleküle, Strukturproteine, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
und Enzyme, z. B. Phospholipasen, in Prozesse der Haarphysiologie involviert sind. Nun 
stellt sich die Frage, wie all diese, in seltenen, genetischen Haarerkrankungen identifizierten 
Gene bzw. Proteine Informationen zu Mechanismen liefern können, die das Haarwachstum 
und die Haarstruktur generell regulieren. Zur Beantwortung dieser Frage kann sicherlich 
nicht nur ein Gen oder ein genetischer Defekt ausreichend sein, sondern wir müssen die 
Gesamtheit der bislang identifizierten Schlüsselgene betrachten. Mit jedem weiteren identi-
fizierten Gen kann ein Teil zum Puzzle hinzugefügt werden, bis sich letztendlich ein 
vollständiges Bild der Physiologie und Pathophysiologie des Haares entwickelt.  
 
 






Abb. 7.3: Schematische Darstellung der bislang identifizieren Gene, in denen Mutationen zu Störungen des 
Haarwachstums und/oder der Haarstruktur führen. Die Phospholipase LIPH und der G-Protein-gekoppelte 
Rezeptor P2Y5 sind in den Lipidstoffwechsel bwz. die Lipidsignalgebung involviert und führen sowohl zu einer 
Hypotrichosis (HS) als auch zum woolly hair-Phänotyp (WH). Mutationen in verschiedenen Zell-
adhäsionsmolekülen wie z. B. CDH3, CDSN und DSG4 sind jeweils für eine HS mit Makuladystrophie, eine 
Hypotrichosis simplex of the scalp (HSS), eine HS und eine monilethrix-like kongenitale Hypotrichosis 
beschrieben. Mutationen in den Haarkeratinen K81, K83 und K86 führen zur Monilethrix. Darüber hinaus sind 
verschiedene Transkriptionsfaktoren und Regulatoren für verschiedene Haarerkrankungen identifiziert 
worden, z. B. U2HR für eine Hypotrichosis Typ Marie Unna (MUHH), HR und VDR für die Atrichia congenita 










































In dieser Arbeit konnte erstmalig ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor als spezifisch und 
essentiell für das menschliche Haarwachstum beschrieben werden. Darüber hinaus konnte 
LPA als Ligand, also Aktivator, des P2Y5-Rezeptors identifiziert und somit ein Teil der 
Signaltransduktion aufgeklärt werden. Aufgrund von Strukturhomologie kann nun nach 
weiteren P2Y5-Agonisten und -Antagonisten gesucht werden. Vorrangiges Ziel ist es, einen 
Agonisten zu finden, der stärker oder länger wirkt als LPA selbst. Dieser könnte dann auch 
als therapeutischer Wirkstoff zur Entwicklung eines Medikaments für Pharmafirmen 
interessant sein oder als Leitsubstanz für Wirkstoff-Screenings dienen. Des Weiteren könnte 
untersucht werden, ob unterschiedliche Fettsäuren die Wirkung von LPA verändern. Für die 
bisherigen Experimente wurde oleoyl-L-α-Lysophosphatidsäure verwendet. Es könnten 
darüber hinaus Lysophosphatidsäuren mit Lauroyl-, Myristoyl-, Palmitoyl-, oder Stearoyl-
Resten untersucht werden. 
Die LPA-Signalgebung spielt in zahlreichen Zelltypen eine wichtige Rolle und produziert eine 
Vielzahl von zellulären Antworten (Tigyi et al., 1994; Zhang et al., 2006; Chen et al., 2008; 
Dottori et al., 2008). Aus diesem Grund ist es von Bedeutung Liganden zu identifizieren, die 
den P2Y5-Rezeptor spezifisch aktivieren, ohne die Aktivität anderer LPA-Rezeptoren zu 
verändern. Zur Identifizierung von Agonisten des P2Y5-Rezeptors können verschiedene 
Standard-Assaysysteme verwendet werden (Siehler, 2008), wie z. B. der in Kap. 5.4.1 
beschriebene CRE-Luziferase Reportergen-Assay. 
Um ein besseres Verständnis der HS und des Haarzyklus im Allgemeinen zu erlangen, ist es 
von besonderer Wichtigkeit, die weiteren zellulären Signaltransduktionswege aufzuklären. Es 
konnte gezeigt werden, dass es nach Aktivierung des P2Y5-Rezeptors zu einem Anstieg der 
CRE-induzierten Luziferase-Aktivität im Reportergen-Assay kommt. Somit ist denkbar, dass 
die Signaltransduktion über eine Erhöhung des intrazellulären cAMP abläuft. Das Signal-
molekül cAMP kann die Proteinkinase A (PKA) aktivieren, welche dann verschiedene 
Proteine phosphoryliert und so deren Aktivität reguliert. Um herauszufinden, welche Proteine 
der PKA als Substrat dienen, könnte der Phosphorylierungszustand von Kandidaten nach 
LPA-Gabe bestimmt werden, z. B. mittels phosphospezifischer Antikörper. Dies setzt 
allerdings die Kenntnis der Phosphorylierungsstelle und die Verfügbarkeit eines ent-
sprechenden Antikörpers voraus (Osawa et al., 2008). Des Weiteren könnte mittels Western-
Blot-Analyse untersucht werden, ob bestimmte Proteine nach LPA-Gabe eine veränderte 
Expression aufweisen. Takahashi und Mitarbeiter konnten zeigen, dass MEK1/2 nach 
Phosphatidsäure-Gabe aktiviert wird und in kultivierten murinen Haarfollikel-Zellen 
akkumuliert (Takahashi et al., 2003). Es wäre interessant zu untersuchen, ob auch LPA zur 





MEK1/2-Aktivierung und Akkumulation führt oder ob andere zelluläre Mediatoren, wie z. B. 
Ras oder Rac aktiviert oder inhibiert werden. Untersuchungen an Modellsystemen, 
beispielsweise an humanen Keratinozyten oder HACAT-Zellen, sind hierbei ebenfalls von 
besonderem Interesse. 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bilden oftmals Homo- oder Heterodimere. Daher ist die 
Identifizierung der Bindungspartner elementar um Erkenntnisse zur Funktion des P2Y5-
Proteinkomplexes und dessen Regulation zu erhalten. Zur Identifizierung der Bindungs-
partner von Membranproteinen, kann z. B. das split-ubiquitin membrane yeast 2-hybrid 
(MYTH) system angewendet werden, welches auf zwei getrennten Ubiquitin-Hälften basiert, 
deren Rekonstitution durch eine spezifische Protein-Protein-Interaktion vermittelt wird 
(Dirnberger et al., 2008). Grundsätzlich wird hierbei das zu untersuchende Protein mit einem 
C-terminalen Ubiquitinfragment (Cub) und einem Reporterprotein fusioniert und dann in 
einem Hefe-Stamm exprimiert. Des Weiteren wird gleichzeitig ein modifiziertes N-terminales 
Ubiquitinfragment (NubG) mit einer cDNA-Bibliothek fusioniert und ebenfalls exprimiert. 
Durch Mutation der Aminosäure 13 von Isoleucin zu Glycin wird die Affinität von Nub zu Cub 
reduziert und es kommt nur dann zur Re-Assoziation der beiden Hälften, wenn sie durch 
Interaktion der beiden zu untersuchenden Proteine in räumliche Nähe in der Zelle gebracht 
werden. Durch die Re-Assoziation entsteht aus den zwei Fragmenten Cub und NubG ein 
natives Ubiquitin, welches als Substrat für Ubiquitin-spezifische Proteasen dient. Durch den 
Abbau des Ubiquitins wird der Reporter freigesetzt und kann anschließend durch eine 
Methode der Wahl detektiert werden (Stagljar et al., 1998; Fetchko & Stagljar, 2004). Zur 
Verifizierung der Interaktion kann der V5-fusionierte P2Y5-Rezeptor mit dem potentiellen 
Bindungspartner, der mit einem anderen Epitop, z. B. HA (Peptid des Hämagglutinins) oder 
c-myc (Peptid des Transkriptionsfaktors c-myc) versehen wird, kotransfiziert und an-
schließend eine Koimmunopräzipitation durchgeführt werden. Im Falle einer Dimerisierung 
sollte sich P2Y5 über den V5-Antikörper auch nach Immunpräzipitation mit HA oder c-myc 
auf einer entsprechenden Höhe im Western-Blot nachweisen lassen, wie es auch schon 
erfolgreich für andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren demonstriert werden konnte (Hebert 
et al., 1996). Zusammen mit der Identifizierung der in die Signaltransduktion involvierten 
Moleküle werden diese Untersuchungen grundlegend zum Verständnis der Pathophysiologie 
von HS und des Haarwachstums beitragen. 
Darüber hinaus wären histologische Untersuchungen sehr hilfreich, um die Pathophysiologie 
von HS aufzuklären. Leider stehen uns von den Betroffenen keine Hautbiopsien zur 
Verfügung. Aus diesem Grund soll die Etablierung einer konditionellen P2ry5-knockout-Maus 
erfolgen. Hierfür wurden bereits die nötigen Maus-DNA Fragmente subkloniert und in den 
pDELBOY-conditional targeting Vektor umkloniert (s. Kap. 6.8). Folgende Untersuchungen 
sind in Anlehnung an die „Analysis of hair follicles in mutant laboratory mice“ (Sundberg et 





al., 2005) mit den P2ry5-knockout-Mäusen geplant: Den knockout-Mäusen sollen an 
ausgewählten Tagen während der Morphogenese des Haarfollikels Hautbiopsien ent-
nommen werden. Die Biopsien sollen histologisch und mittels quantitativer Histomorpho-
metrie untersucht werden (Embryonaler Tag [E] 16.5, E19.5, Postnataler Tag [P] 1, P8, P12, 
P17, P19 und P32), um den Ablauf der Stadien des Anagens der Haarfollikelmorphogenese 
bzw. des Katagens, Telogens und Anagens des ersten Haarzyklus beurteilen zu können. 
Dazu werden Untersuchungen anhand der Parameter Proliferation (z. B. Ki67, BrdU) und 
Apoptose (z. B. aktivierte Caspase 3, TUNEL-Assay) an Gewebeschnitten durchgeführt. Die 
lichtmikroskopischen Untersuchungen zu Veränderungen an der Haarfollikelstruktur sollen 
durch elektronenmikroskopische Untersuchungen über Zell-Zellverbindungen bzw. die 
Keratinisierung der inneren Wurzelscheide und des Haarschaftes ergänzt werden. Darüber 
hinaus können verschiedene Strukturproteine, wie z. B. Haarkeratine oder Keratin-
assoziierte Proteine, mittels immunohistochemischen Untersuchungen oder in situ-
Hybridisierungen analysiert werden. Ferner kann die Expression von bereits bekannten 
Regulatoren des Haarwachstums (z. B. BMP, WNT, SHH etc.) untersucht werden. In diesem 
Zusammenhang wird es besonders interessant sein, den zeitlichen Ablauf von Expressionen 
in Korrelation mit dem Haarzyklus zu eruieren. Die verschiedenen Fragestellungen und 
Untersuchungen werden dazu dienen, die Pathophysiologie aufzuklären, welche dem 
Funktionsverlust des P2Y5-Rezeptors zugrunde liegt, und den daraus resultierenden 
Einfluss auf das Haarwachstum zu charakterisieren. 
 
 







In der vorliegenden Arbeit konnte die molekulare Ursache einer autosomal-rezessiven Form 
der Hypotrichosis simplex (HS) – einer seltenen, monogen vererbten Haarerkrankung – 
identifiziert werden. In verschiedenen HS-Familien wurden unterschiedliche Mutationen 
(c.463C>T, c.373_374delAA) im P2RY5-Gen identifiziert, welches für einen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor kodiert. 
P2RY5-Expressionsanalysen in verschiedenen Geweben zeigten eine ubiquitäre Expression 
des Gens. RNA-Analysen an immortalisierten Lymphozyten von Betroffenen machten 
deutlich, dass die mutierte mRNA vorliegt und nicht durch nonsense-mediated mRNA decay 
abgebaut wird. Um mehr über die Pathophysiologie zu erfahren, wurden Protein-
biochemische Methoden angewandt. In Western-Blot-Analysen mit Zelllysaten von transient 
transfizierten COS7-Zellen konnten das Wildtyp-Protein und die beiden trunkierten Proteine 
p.Gln155X und p.Lys125AsnfsX37 nachgewiesen und das ungefähre Molekulargewicht 
bestimmt werden. Mittels Immunfluoreszenz-Analysen konnte demonstriert werden, dass das 
P2Y5-Wildtyp-Protein in der Zellmembran lokalisiert ist, wohingegen die trunkierten Proteine 
im endoplasmatischen Retikulum vorliegen. Die Aufnahme von adäquaten externen Reizen 
durch die P2Y5-Mutanten ist also nicht möglich, da diese Proteine nicht in die Zellmembran 
integriert werden. 
In Zusammenarbeit mit Prof. Ivar von Kügelgen vom Institut für Pharmakologie und 
Toxikologie der Universität Bonn konnte mittels eines CRE-Luziferase-gekoppelten 
Reportergen-Assays oleoyl-L-α-Lysophosphatidsäure (LPA), ein bioaktives Lipid, als Ligand 
des P2Y5-Rezeptors identifiziert werden. Bei diesem Assay kam es nach Aktivierung des 
Rezeptors durch LPA zur Aktivierung der CRE-induzierten Luziferase-Aktivität, d. h. die 
Signalweiterleitung in der Zelle könnte über den Second Messenger cAMP stattfinden. Durch 
Radioliganden-Bindungsstudien konnte anschließend verifiziert werden, dass der P2Y5-
Rezeptor LPA bindet. Durch die Identifizierung von P2Y5 als LPA-Rezeptor wächst die 
Anzahl der bekannten LPA-Rezeptoren von fünf (LPA1-5/LPAR1-5) auf sechs. Der P2Y5-
Rezeptor wurde daraufhin entsprechend seiner Funktion in LPAR6 (lysophosphatidic acid 
receptor 6) umbenannt. Der Konsistenz halber wird hier weiterhin die Bezeichnung P2Y5 
verwendet. Basierend auf Homologiestudien ist P2Y5 in eine Subgruppe von LPA-
Rezeptoren einzuordnen, die LPA4 und LPA5 umfasst. Diese beiden Rezeptoren sind nicht 
im Haarfollikel exprimiert, sodass ein Verlust von P2Y5 wahrscheinlich nicht durch homologe 
Rezeptoren kompensiert werden kann und es deshalb zum Haarausfall kommt. In anderen 
Geweben, wie Haut, Lymphozyten oder Augenbrauen, konnte LPA4- und/oder LPA5-
Expression nachgewiesen werden. Da es in keinem dieser Gewebe zu phänotypischen 





Veränderungen kommt, ist anzunehmen, dass LPA4, LPA5 und P2Y5 redundant in ihrer 
Funktion sind und LPA4 und LPA5 den P2Y5-Verlust kompensieren können. 
Expressionsuntersuchungen von Lpa-Rezeptoren an murinen Haarfollikeln lassen darauf 
schließen, dass eine dem Menschen ähnliche Konstellation vorliegt, da P2ry5, nicht jedoch 
Lpa4 und Lpa5, exprimiert sind. Aus diesem Grund wurde der murine P2Y5-Rezeptor in 
einen knockout-Vektor kloniert (s. Kap. 6.8), um eine knockout-Maus zu generieren. Da uns 
keine Haut- oder Haarbiopsien von den Betroffenen der untersuchten HS-Familien zur 
Verfügung stehen, wird eine knockout-Maus dazu dienen, weiterführende histologische 
Untersuchungen durchführen zu können und die Pathophysiologie des Haarausfalls bzw. 
des Haarwachstums zu verstehen. 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig die essentielle Rolle und 
spezifische Funktion eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors (P2Y5) für das menschliche 
Haarwachstum beschrieben werden. Darüber hinaus konnte durch die Identifizierung des 
endogenen Liganden ein Modell von der P2Y5-Wirkungsweise erstellt werden. Da diese 
Rezeptoren geeignete drug-targets darstellen, könnten P2Y5 und dessen Ligand LPA zur 
Herstellung von Wirkstoffen von Bedeutung sein, die pharmazeutisch bei Haarausfall genutzt 
werden können. Sie könnten auch die Entwicklung neuer lipophiler LPA-Analoga voran-
treiben, wodurch Möglichkeiten für neue therapeutische Ansätze zur Behandlung von 
Haarausfall aufgezeigt werden können. Ob diese dann auch bei anderen Haarerkrankungen, 
wie der androgenetischen Alopezie oder der Alopecia areata wirkungsvoll sein könnten, 
muss noch untersucht werden. Aufgrund der Signaltransduktion ist jedoch zu erwarten, dass 
die Stimulierung des P2Y5-Rezeptors mittels LPA oder dessen Analoga zumindest bei HS-
Patienten mit LIPH-Mutation wirkungsvoll sein könnte. Diese Patienten können Phosphatid-
säure nicht in Lysophosphatidsäure umwandeln, besitzen jedoch einen funktionellen P2Y5-
Rezeptor.
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Tab. 12.1.1: Initialer Ausschluss der zum damaligen Zeitpunkt bekannten Kandidaten-Loci für 





Corneodesmosin (CDSN) 6p21.3 Levy-Nissenbaum et al. 2003 
Hairless (HR) 8p21 Ahmad et al. 1998 
Cichon et al. 1998 
Winged-helix-nude (WHN) 17q11.2 Frank et al. 1998 
Cadherin 3 (CDH3) 16q22.1 Sprecher et al. 2001 
? 18p11 Baumer et al. 2000 
Vitamin D receptor (VDR) 12q13.11 Miller et al. 2001 
Keratin-Gen-Cluster (KRT) Chromosom 12 & 17 Hesse et al. 2004 
 
 
Tab. 12.1.2: Berechnete two-point LOD-Scores zwischen HS und den angebebenen Markern auf 
Chromosom 13 nach genomweiter Kopplungsanalyse der HS-Familie 1. 
 
Chr. Pos. Locus 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,40 
13 14.7 D13S221 -15,158 -3,310 -1,993 -1,294 -0,849 -0,544 -0,329 -0,079
13 27.3 D13S171 -2,263 0,233 0,338 0,331 0,287 0,228 0,165 0,053 
13 27.9 D13S1493 -5,271 -0,148 0,184 0,276 0,276 0,232 0,169 0,049 
13 30.7 D13S220 1,338 1,193 1,050 0,906 0,760 0,610 0,456 0,156 
13 35.3 D13S894 0,004 0,003 0,002 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 
13 40.4 D13S263 1,221 1,063 0,913 0,770 0,632 0,497 0,364 0,119 
13 41.0 D13S325 0,004 0,003 0,002 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 
13 43.7 D13S291 1,013 0,907 0,801 0,692 0,580 0,463 0,342 0,112 
13 47.5 D13S1325 2,658 2,352 2,049 1,749 1,448 1,146 0,841 0,274 
13 47.5 D13S788 1,338 1,193 1,050 0,906 0,760 0,610 0,456 0,156 
13 47.5 D13S262 2,788 2,455 2,127 1,805 1,488 1,172 0,859 0,279 
13 47.5 D13S153 1,013 0,907 0,801 0,692 0,580 0,463 0,342 0,112 
13 51.2 D13S1309 1,338 1,193 1,050 0,906 0,760 0,610 0,456 0,156 
13 51.9 D13S1317 2,627 2,308 1,995 1,687 1,382 1,078 0,778 0,240 
13 56.6 D13S800 -3,288 -0,639 -0,386 -0,253 -0,168 -0,109 -0,067 -0,016
13 57.3 D13S156 -3,166 0,433 0,701 0,729 0,661 0,545 0,407 0,132 
 
 





Tab. 12.1.3: Ausschluss von positionellen Kandidatengenen in der chromosomalen Region 
13q14.11-13q21.33 durch direktes Sequenzieren der angegebenen Gene. 
 
Forkhead box protein O1A (FOXO1A) 
E74-like factor 1 (Ets domain transcription factor) (ELF1) 
Kelch repeat and BTB (POZ) domain-containing 6 (KBTBD6) 
Kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 7 (KBTBD7) 
Response gene to complement 32 (RGC32) 
Homo sapiens DGKH-1 mRNA for diacylglycerol kinase eta1 (DGKH) 
A-kinase anchor protein 11 (AKAP11) 
Tumor necrosis factor ligand superfamily member 11 (TNFSF11) 
Epithelial stromal interaction 1 (EPSTI1) 
DnaJ homolog subfamily C member 15 (DNAJC15) 
Ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 1 (ENOX1) 
TSC22 domain family protein 1 (TSC22D1) 
General transcription factor IIF, polypeptide 2 (GTF2F2) 
Potassium channel tetramerisation domain (KCTD4) 
Tumor protein, translationally-controlled 1 (TPT1) 
AK057244 (weakly similar to TRICHOHYALIN) 
L-plastin (LCP1) 
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A (HTR2A) 
Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 4 (Vitamin D3 receptor-interacting protein 
complex 36 kDa component) (MED4/DRIP36) 
Regulator of chromosome condensation and BTB (RCBTB2) 
Fibronectin type-III domain-containing protein 3a (FNDC3A) 
Motilin receptor (G protein-coupled receptor 38) (MLNR) 
PHD finger protein 11 (PHF11) 
ADP-ribosylation factor-like protein 11 (ARL11) 
Emopamil binding related protein, delta8-delta7 (EBPL) 
Tripartite motif-containing protein 13 (Ret finger protein 2) (TRIM13) 
Putative potassium channel regulatory protein (KCNRG) 
Integrator complex subunit 6 isoform b (INTS6) 
NIMA-related kinase 3 (NEK3) 
Thrombospondin type I domain-containing 1 (THSD1) 
Cytoskeleton-associated protein 2 (CKAP2) 
Suppressor of G2 allele of SKP1 homolog (SUGT1) 
Protocadherin-8 isoform 1 precursor (PCDH8) 
Protocadherin-17 precursor (PCDH17) 
Diaphanous homolog 3 isoform a (DIAPH3) 
Protocadherin-20 precursor (PCDH20) 
Protocadherin-9 precursor (PCDH9) 
 





Tab. 12.1.4: Substanzen, die zu keinem Anstieg der Luziferase-Aktivität beim cAMP response 
element gesteuerten Luziferase Reportergen-Assay in Flp-In-CHO-Zellen führten, welche den 
P2Y5-Rezeptor stabil exprimieren. Die Zellen wurden 48 h vor dem Experiment transient mit dem 
pCRE-luc-Vektor transfiziert und dann für 3 h mit der entsprechenden Substanz inkubiert. Angegeben 
ist jeweils die höchste getestete Konzentration. Alle Substanzen wurden von der Firma Sigma-Aldrich 
erworben. 
 
Substanz Höchste getestete Konzentration 
Adenin 10 µM 
Adenosin 10 µM 
Zyklisches Adenosin-3’,5’-monophosphat (cAMP) 10 µM 
Adenosin-5’-monophosphat (AMP) 100 µM 
Cytidin-5’-triphosphat (CTP) 10 µM 
N-Formyl-Met-Leu-Phe 10 µM 
Zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat (cGMP) 10 µM 
Guanosin-5’-triphosphat (GTP) 10 µM 
1-Hexadecyl-sn-glycero-3-phosphocholin (lyso-PAF) 10 µM* 
Inosin-5’-triphosphat (ITP) 100 µM 
Leukotrien C4 (LTC) 1 µM 
Lysophophatidylcholin (LPC) 10 µM 
Serotonin 10 µM 
Sphingosin-1-phosphat (S1P) 10 µM 
Phosphatidsäure 10 µM 
Phosphoryletholamin 10 µM 
Platelet activating factor (PAF) 10 µM 
Uridin 10 µM 
Uridin-5’-diphosphatglukose (UDPG) 10 µM 
















Tab. 12.1.5: Mikrosatelliten-Primer4. Die folgenden Primer wurden für die Kopplungsanalyse auf 
Chromosom 13 verwendet. Die genomweite Kopplungsanalyse wurde nur mit DNA der HS-Familie 1 
durchgeführt, eine Kopplung lag zwischen den rekombinanten Markern D13S1233 und D13S634 vor. 
Weitere Mikrosatelliten-Studien wurden mit DNA der HS-Familien 2 und 3 in der gekoppelten Region 
durchgeführt, um einen möglichen Gründer-Effekt zu untersuchen. 
 
Primer-Bezeichnung Sequenz Fam 1 Fam 2+3 
D13S171F 5’-CCTACCATTGACACTCTCAG-3’ x  
D13S171R 5’-TAGGGCCATCCATTCT-3’ x  
D13S1493F 5’-ACCTGTTGTATGGCAGCAGT-3’ x  
D13S1493R 5’-GGTTGACTCTTTCCCCAACT-3’ x  
D13S1293F 5’-TGCAGGTGGGAGTCAA-3’ x  
D13S1293R 5’-AAATAACAAGAAGTGACCTTCCTA-3’ x  
D13S220F 5’-CCAACATCGGGAACTG-3’ x  
D13S220R 5’-TGCATTCTTTAAGTCCATGTC-3’ x  
D13S305F 5’-TTGAGGACCTGTCGTTACG-3’ x  
D13S305R 5’-TTATAGAGCAGTTAAGGCACA-3’ x  
D13S1253F 5’-CCTGCATTTGTGTACGTGT-3’ x  
D13S1253R 5’-CAGAGCCGTGGTAGTATATTTTT-3’ x  
D13S1233F 5’-AGGACTANAGATGAATGCTC-3’ x x 
D13S1233R 5’-GACATGACTCCATGTTTGGT-3’ x x 
D13S263F 5’-CCTGGCCTGTTAGTTTTTATTGTTA-3’ x x 
D13S263R 5’-CCCAGTCTTGGGTATGTTTTTA-3’ x x 
D13S1312F 5’-TCTTCCCAGAATATATGGGA-3’  x 
D13S1312R 5’-AGCTGTAAAAGTGTTTGTTTGATGT-3’  x 
D13S153F 5’-AGCATTGTTTCATGTTGGTG-3’  x 
D13S153R 5’-CAGCAGTGAAGGTCTAAGCC-3’  x 
D13S165F 5’-GTTTCGCCAAGCCTGTT-3’  x 
D13S165R 5’-GTTGACAATAAAATACGCCACA-3’  x 
D13S1305F 5’-GATGGCACCATTGCAC-3’  x 
D13S1305R 5’-CAGCACATCCAAACAAGG-3’  x 
D13S176F 5’-CTGTGGGATTCCTTAGTGATAC-3’  x 
D13S176R 5’-ATATTCAGACAAAAGCCAAGTTA-3’  x 
D13S1317F 5’-CTTGGAAACCAACAAGTCAC-3’ x x 
D13S1317R 5’-ATTTTGCCACCTAGAACGG-3’ x x 
D13S1231F 5’-ACAGTTTTTCGAGGCCATATC-3’ x x 
D13S1231R 5’-GGTTAAATAAATCTCCATCCAGAAG-3’ x x 
D13S634F 5’-TCCAGATAGGCAGATTCAAT-3’ x x 
D13S634R 5’-CCTTCTTCTTCCCATTGATA-3’ x x 
D13S1296F 5’-TGCAGAAATGTGAGCC-3’ x  
D13S1296R 5’-TCCACCTAGAGCAACTACC-3’ x  
D13S279F 5’-TGGTTTGTTGCAGAAAGCACAC-3’ x  
D13S279R 5’-TTGGGCCTTGTCAACCTTCATA-3’ x  
D13S1318F 5’-GGCAAAGCCTTGCTCTTAAT-3’ x  
D13S1318R 5’-GGCTGTGCTCTTCCAAAATA-3’ x  
D13S800F 5’-AGGGATCTTCAGAGAAACAGG-3’ x  
D13S800R 5’-TGACACTATCAGCTCTCTGGC-3’ x  
D13S156F 5’-ATTAGCCCAGGTATGGTGAC-3’ x  
D13S156R 5’-GCTGTGGTATGAGTTACTTAAACAC-3’ x  
                                                 
4 Reihenfolge der Mikrosatelliten-Marker auf Chromosom 13 vom Zentromer zum Telomer laut UCSC 
genome browser (http://genome.ucsc.edu) 





Tab. 12.1.6: Primer zur Amplifikation, Sequenzierung, Expressionsanalyse und Klonierung des 
humanen P2RY5-Gens, zur P2RY5-Sondenherstellung und zur Expressionsanalyse von 




Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der kodierenden und untranslatierten 
Regionen von P2RY5 
P2RY5 Ex1.1F 5’-TGGAGGTTATAGAGGTTATAATC-3’ 
P2RY5 Ex1.2F 5’-TTATACCAACATGTACGGAAGC-3’ 
P2RY5 Ex1R 5’-TGTTAATTTCTTTTGGAGGTGG-3’ 
P2RY5 5’UTR 7F 5’-TTGTGTGTCTTTAAGACCCTCC-3’ 
P2RY5 5’UTR 7R 5’-TCCTGCCTGGGCCGCAGAGC-3’ 
P2RY5 5’UTR 6F 5’-AAATGATACCGATAGACTTATGG-3’ 
P2RY5 5’UTR 6R 5’-TCTTTGATGACACCTATGAATAGC-3’ 
P2RY5 5’UTR 5F 5’-TTATAGGTGTGAACCACAGATCC-3’ 
P2RY5 5’UTR 5R 5’-TGTTGCCATAATGACCTTGTAG-3’ 
P2RY5 5’UTR 4F 5’-TGGGGTTTCTGTGTGGAAGTCC-3’ 
P2RY5 5’UTR 3R 5’-TCTCTATTTCCAACTGAGGTACCC-3’ 
P2RY5 5’UTR 2R 5’-AATGGATAGATCACTATTTGTTG-3’ 
P2RY5 5’UTR 1F 5’-AGGAAGTGCAAACAAACTGGG-3’ 
P2RY5 5’UTR 1R 5’-AGCAGTGGGAGCTGTTAACG-3’ 
P2RY5 3’UTR R 5’-AAAGGAATTCAAAGACATTACAG-3’ 
 
Primer für die Expressionsanalyse von LPA-Rezeptoren  
(inklusive der Kontroll-Gene GAPDH und KRT15) 
LPA1 Expr F 5’-AGCATGACTTCGATCTGATCAGC-3’ 
LPA1 Expr R 5’-TGAGATAGAAGTAGGCCAACCC-3’ 
LPA2 Expr F 5’-ATTTTCTTCTACGTGCGGCGG-3’ 
LPA2 Expr R 5’-TGTATAGTGGACAGACTCGCGG-3’ 
LPA3 Expr F 5’-ATCTACGTGTACGTCAAGAGG-3’ 
LPA3 Expr R 5’-TTGTAGGAGTAGATGATGGGG-3’ 
LPA4 Expr F 5’-TCGTACTATTAGGACTAGGAGG-3’ 
LPA4 Expr R 5’-ACAACAGTTCAGAGTTGCAAGG-3’ 
LPA5 Expr F 5’-TGTACTACTTTAGCGCCGAGGG-3’ 
LPA5 Expr R 5’-AGAACGAGAGGCGTTGGGAGTC-3’ 
P2RY5 Expr F 5’-TGGAGGTTATAGAGGTTATAATC-3’ 
P2RY5 Expr R 5’-TGTTAATTTCTTTTGGAGGTGG-3’ 
GAPDH Expr F 5’-AGCCACATCGCTCAGACACC-3’ 
GAPDH Expr R 5’-TCCTCTTGTGCTCTTGCTGGG-3’ 
KRT15 Expr F 5’-GGGTTTTGGTGGTGGCTTTG-3’ 
KRT15 Expr R 5’-TCGTGGTTCTTCTTCAGGTAGGC-3’ 
 
Primer zur Klonierung von P2RY5 (V5 N- [Zeile 1-4] und C-terminal [Zeile 5-8]) 
(eingefügte Restriktionsschnittstellen sind in fett dargestellt) 
Klonierung F V5 + HindIII 5’-CGAAGCTTCCGCCGCCATGGGTAAGCCTATCCC 
TAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGATGGTAAG 
CGTTAACAGCTCCC-3’ 
Klonierung Wildtyp R + XhoI + 
Stop 
5’-GCCTCGAGTCAGGCAGCAGATTCATTGTC-3’ 
Klonierung c.463C>T R + XhoI + 5’-GCCTCGAGCTAAACAAAAACGGCGGGTGC-3’ 






Klonierung c.373_374delAA R + 
XhoI + Stop 
5’-GCCTCGAGTTACCCTGAGAGTGGGTAGAC-3’ 
Klonierung F + HindIII 5’-CGAAGCTTCCGCCGCCATGGTAAGCGTTAACAGCTC-3’ 
Klonierung Wildtyp R + XhoI 5’-CGCTCGAGGCAGCAGATTCATTGTCAAATATC-3’ 
Klonierung c.463C>T R + XhoI 5’-CGCTCGAGGCAACAAAAACGGCGGGTGCACTTCC-3’ 




Primer zur in-vitro Transkription/Translation von P2RY5 
P2RY5 PTT Ex1F 5’-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAACAGACCA 
CCATGGTAAGCGTTACCAGCTCCC-3’ 
P2RY5 Ex1R 5’-TGTTAATTTCTTTTGGAGGTGG-3’ 
 
Primer zur P2RY5-Sondenherstellung für die Hybridisierung des Multiple Tissue Expression 
(MTE) Array 3 
Sonde1 F 5’-ATCCAAAGATCCAGATAATTTGC-3’ 
Sonde1 R 5’-GTTTTCCATGTGGCTTCTGG-3’ 
Sonde2 F 5’-TTATACCAACATGTACGGAAGC-3’ 
Sonde2 R 5’-TTGCTTCTACTTAATGTAACAGG-3’ 
 
 
Tab. 12.1.7: Primer zur Amplifikation, Sequenzierung, Expressionsanalyse und Klonierung des 





Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der kodierenden und untranslatierten 
Regionen des murinen P2ry5-Gens 
m P2ry5 Ex1.1F 5’-ACCACATCTGAATAGCAAAGG-3’ 
m P2ry5 Ex1.2F 5’-TAACCTGTATCAGTGTAGATCG-3’ 
m P2ry5 Ex1R 5’-TTGGAGCCGGAGAGATAGTTCC-3’ 
m P2ry5 5’UTR 1F 5’-AATCCCCGGAAAGCATTTTGG-3’ 
m P2ry5 5’UTR 1R  5’-ACTGGGAGCCATTGGAGC-3’ 
m P2ry5 3’UTR 1F 5’-AGATATTTGATAATGAATCTGC-3’ 
m P2ry5 3’UTR 1R  5’-TAGTTGATCTAAAGTGAGAGAGG-3’ 
m P2ry5 3’UTR 2F 5’-TAGATTAAAAGTACTTATCATGC-3’ 
m P2ry5 3’UTR 2R 5’-AACTGCAGTAGTCTCTTGGAGG-3’ 
 
Primer für die Expressionsanalyse muriner Lpa-Rezeptoren (inklusive Kontroll-Gen Gapdh) 
m Lpa1 Expr F 5’-AGGATGTCTCGGCATAGTTCTGG-3’ 
m Lpa1 Expr R 5’-TTAGGGTTCTCGTTGCGCTGG-3’ 
m Lpa2 Expr F 5’-TGGACACCGGGCCAGGTGG-3’ 
m Lpa2 Expr R 5’-TGAAGAGCCATGCATCTGCTG-3’ 
m Lpa3 Expr F 5’-TTCATCATGGTGGCGGTATACG-3’ 
m Lpa3 Expr R 5’-TAGATGATGGGGTTCATGACGG-3’ 
m Lpa4 Expr F 5’-TTCCTCACCAACATCTATGGG-3’ 
m Lpa4 Expr R 5’-AGGCTTGCGGAGGGTTCTAAGC-3’ 
m Lpa5 Expr F 5’-ACACATCGTTTGCATATGGTGG-3’ 





m Lpa5 Expr R 5’-TGAAGCTCTCGAAGCACAGGC-3’ 
m P2ry5 Expr F 5’-ACCACATCTGAATAGCAAAGG-3’ 
m P2ry5 Expr R 5’-TTGGAGCCGGAGAGATAGTTCC-3’ 
m Gapdh Expr F 5’-CGGCAAATTCAACGGCACAGTCA-3’ 
m Gapdh Expr R 5’-GGTTTCTCCAGGCGGCACGTCA-3’ 
 
Primer zur Klonierung des murinen P2ry5–Gens zur Generierung einer knockout-Maus 
(eingefügte Restriktionsschnittstellen sind in fett dargestellt) 
m P2ry5 F + SalI 5’-TCCTTTCGTCGACAGCCAAGAAGCCAGAGTCCC-3’ 
m P2ry5 R + SalI 5’-GTACCGTCGACGCTTGCAAATGGTCACTGGCTGC 
CCAGC-3’ 
m P2ry5 F + KpnI 5’-TCCTAGGTACCTTCCCAGCAGACACATTATCAGAT 
TAAAGG-3’ 
m P2ry5 R + KpnI 5’-AATAAGGTACCTAGCAAGATAACATTTC-3’ 
m P2ry5 F + XhoI 5’-CCCTCGAGTTATTTTGAAAGTACAATAAAAACC-3’ 
m P2ry5 R + XhoI 5’-CCCTCGAGTTGGAAAGAAGGCTCAGAGG-3’ 
 
Zusätzliche Primer zur Sequenzierung der einklonierten PCR-Fragmente zur Generierung 
der P2ry5-knockout-Maus 
T3 5’-ATTAACCCTCACTAAAG-3’ 
Seq aus SalI R 5’-TCTGCTTGTCCTTTTCAGTCC-3’ 
SalI Seq 1F 5’-AGATCCTGTGCACTAAAATGG-3’ 
SalI Seq 2R 5’-AAAGGACATTTGTTATTAGC-3’ 
Intern F 5’-ACCTAGGTATAAGGATTAAAGG-3’ 
Intern R 5’-AAAGGGTTACTAATTTGCTGGG-3’ 
SalI Seq 3F 5’-ATTGGCTGTTTTTCCTAAGG-3’ 
SalI Seq 4F 5’-AAAGGAGAATAAAATCATGG-3’ 
SalI Seq 5R 5’-AGCATAGTGGGAAAGTGTGC-3’ 
Seq aus KpnI R 5’-TGGGTTTGGACAAAGGAAGG-3’ 
m P2ry5 Ex1.2 R 5’-CGTACAGAGTGTACTTAAAGG-3’ 
XhoI Seq 7F 5’-AAAACAGACAAAGGCATGGC-3’ 
XhoI o.M. 2F 5’-CCCTCGAGCTGCAATGATTTTTGACAAAGC-3’ 
XhoI 7F 5’-GAAAGGCAGTCATCAAATAACCG-3’ 
XhoI Seq 1F 5’-AATGACAGTATCAATCCTGCC-3’ 
XhoI Seq 5F 5’-AGAGTTCATACTTCCAATGC-3’ 





















Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der kodierenden Regionen des humanen LIPH-
Gens 
LIPH Ex1F 5’-ACTCGTCATTCTGCAGATGC-3’ 
LIPH Ex1R 5’-TGTTAAGGAAATGATACAGGC-3’ 
LIPH Ex2F 5’-AGGAACATAAGAAGAACTCC-3’ 
LIPH Ex2R 5’-ATGTTGCAATATAGGCCTCC-3’ 
LIPH Ex3F 5’-CTCCAAAGTCAACAGCCAGG-3’ 
LIPH Ex3R 5’-GGTTAGGTAATTGGAGCTGG-3’ 
LIPH Ex4F 5’-CATGGAAAGGAGTCCTGGCC-3’ 
LIPH Ex4R 5’-AGAGGAACCTGATCTGCTCC-3’ 
LIPH Ex5F 5’-AACCTAGTTGGAAATCATTGC-3’ 
LIPH Ex5R 5’-GCACTCTAATTCTTGTCTGC-3’ 
LIPH Ex6F 5’-ATACACTGAAAGAGCGCAGG-3’ 
LIPH Ex6Rp (für PCR) 5’-CGGTCTCAGCTCACTGTATCC-3’ 
LIPH Ex6Rs (für Sequenzierung) 5’-TACATGATAAAGTGGTCTGG-3’ 
LIPH Ex7F 5’-GTTTCTCTCAGAAGTGGTGG-3’ 
LIPH Ex7R 5’-GTCAAATGACTTCACCAAGG-3’ 
LIPH Ex8F 5’-ATTAGAAACTTCTGCCCTGG-3’ 
LIPH Ex8R 5’-AACCAGGGAAGCAACTAAGC-3’ 
LIPH Ex9F 5’-AGCTTACCAGTGACTTGCAGG-3’ 
LIPH Ex9R 5’-TCTTGGATTACTGGGCTACC-3’ 
LIPH Ex10R 5’-TCCTGGGCTCTAGTACTGCC-3’ 
LIPH Ex10R 5’-CTGGCTATTTCTGACTTGCCC-3’ 
 
Primer zur Klonierung des humanen LIPH-Gens  
(eingefügte Restriktionsschnittstellen sind in fett dargestellt) 
LIPH MutagA F + HindIII 5’-GTAAGCTTCCGCCGCCATGTTGAGATTCTACTTAT 
TCATCAG-3’ 
LIPH MutagA R - c.280_369dup 5’-CAGAGAGCAAACCCTTACTAGAGGCATGGGTATATATT-
3’ 
LIPH MutagA R - c.403_409dup 5’-TCTGGTCAATGGTCAATAAATTCCTTCAAGACC-3’ 
LIPH MutagA R - c.527_628del 5’-TGTAGCCCAGTGCTGTAATTCTCCCCAGCCATC-3’ 
LIPH MutagB F - c.280_369dup 5’-TGCCTCTAGTAAGGGTTTGCTCTCTGTTGAAGACATG-3’ 
LIPH MutagB F - c.403_409dup 5’-TTATTGACCATTGACCAGATGTTGGCAGAAGG-3’ 
LIPH MutagB F - c.527_628del 5’-GGGGAGAATTACAGCACTGGGCTACAAGGAGCC-3’ 
LIPH MutagB R + XhoI 5’-CGCTCGAGTTACAACTGCAACTCTGGGCAAAG-3’ 
 
Primer zur Sequenzierung der klonierten LIPH-Konstrukte 
LIPH cDNA 1F Seq 5’-GGCTGATGCTCTACACAAGG-3’ 
LIPH cDNA 2F Seq 5’-GACCAGATGTTGGCAGAAGG-3’ 
LIPH cDNA 3F Seq 5’-TCCCTGTGACTCCTACCAGG-3’ 















                                         
Abb. 12.2.1: Schematische Darstellung des zirkulären Klonierungsvektors pJET1.2/blunt (Fermentas). 
Blunt-end PCR-Produkte können direkt mittels einer Ligase in den Vektor kloniert werden. Rezirkularisierte 
Vektoren ohne Insert exprimieren nach Transformation in Bakterien ein letales Restriktionsenzym, wodurch es 




        
Abb. 12.2.2: Schematische Darstellung des zirkulären cis-Reporter Plasmids (pCRE-luc) aus dem 
PathDetect in Vivo Signal Transduction Pathway cis-Reporting System der Firma Stratagene. Die 
Expression des Photinus pyralis (Glühwürmchen) Luziferase-Gens in dem Reporter-Plasmid ist unter 
Kontrolle eines synthetischen Promotors, welcher die Konsensus-Sequenz für das cAMP response element 
(CRE) enthält. 
 





   
Abb. 12.2.3: Schematische Darstellung des pcDNA3.1/V5-His-Vektors (Invitrogen). Dieser 
Expressionsvektor kann zur Klonierung von PCR-Produkten mit T-A-Überhang verwendet werden, z. B. PCR-
Produkte, die von einer Taq-Polymerase generiert wurden. Er enthält einen CMV-Promotor für eine starke, 
konstitutive Expression, ein C-terminales V5-Epitop zur Detektion rekombinanter Proteine mit einem V5-
Antikörper und eine C-terminale Polyhistidin-Sequenz (6 x His) zur Aufreinigung über Nickel-haltige Säulen 
und zur Detektion mit einem His-Antikörper. 
 
 
                           
Abb. 12.2.4: Schematische Darstellung des pcDNA5/FRT/V5-His-Vektors (Invitrogen). Dieser Vektor 
kann ebenso wie der pcDNA3.1-V5-His-Vektor zur Klonierung von PCR-Produkten mit T-A-Überhang 
verwendet werden. Er enthält ebenfalls einen CMV-Promotor, ein C-terminales V5-Epitop und eine C-
terminale Polyhistidin-Sequenz (6 x His). Darüber hinaus beinhaltet er das Flp-In-System, welches bei 
Kotransfektion mit dem pOG44-Vektor (Invitrogen) zur Generierung stabilen Zelllinie verwendet werden kann. 
 






Abb. 12.2.5: Schematische Darstellung des pDELBOY-Vektors, welcher durch Modifikation aus einem 
pBluescript-Vektor entstand. Er enthält eine spezielle multiple cloning site, welche die Klonierung der drei 
für die homologe Rekombination erforderlichen Genspezifischen Sequenzen ermöglicht, eine frt-flankierte 
Neomyzin-Kassette unter dem Phosphoglycerat-Kinase-Promotor (PGK-neo) zur Positiv-Selektion, ein 
Herpes simplex Virus Thymidinkinase-Gen unter dem Phosphoglycerat-Kinase-Promotor (PGK-HSV-tk) als 









Tab. 12.3.1: Humane P2RY5-Sequenzen, die in den pcDNA3.1-Vektor einkloniert wurden. Die 
humane P2RY5-Wildtyp-Sequenz sowie die Sequenz mit den Mutationen c.463C>T und 
c.373_374delAA wurden über eine HindIII- und XhoI-Schnittstelle in den pcDNA3.1-Vektor einkloniert. 
In 3’-Richtung der HindIII-Schnittstelle wurde eine Enhancer-Sequenz (CCGCCGCC) zur Steigerung 
der Transkriptionseffizienz kloniert. Jedes Konstrukt wurde einmal C-terminal und einmal N-terminal 






PGK-neo frt loxP loxP PGK-HSV-tk frt 
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5 Diese zwei Nukleotide wurden eingefügt, damit sich das V5-Epitop im Leserahmen mit dem P2RY5-
Gen befindet. 





Tab. 12.3.2: Murine P2ry5-Sequenzen, die in den pDELBOY knockout-Vektor einkloniert 
wurden. Folgende murine P2ry5-Sequenzen wurden zur Generierung einer knockout-Maus zunächst 
in den pJet1.2-Klonierungsvektor vorkloniert und anschließend in den pDELBOY knockout-Vektor 
umkloniert. PCR- und Sequenzier-Primer sind farbig gekennzeichnet, die Schnittstellen der 
Restriktionsenzyme sind kursiv dargestellt. Start- und Stoppkodon sind durch fette Schrift 
gekennzeichnet. 
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m P2ry5 R 
+ XhoI 
 
Tab. 12.3.3: Humane LIPH-Sequenzen, die in den pcDNA3.1-Vektor einkloniert wurden. 
Folgende LIPH-Sequenzen (Wildtyp und verschiedene Mutanten) wurden in den pcDNA3.1-Vektor 
kloniert. In 3’-Richtung der HindIII-Schnittstelle wurde eine Enhancer-Sequenz (CCGCCGCC) zur 
Steigerung der Transkriptionseffizienz kloniert. 
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